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RESUMO
As espécies do gênero Protium (Burseraceae) são conhecidas pela produção de 
exsudatos oleoresinosos e suas resinas e folhas são comumente usadas na medicina 
popular do Brasil para o tratamento de úlceras e processos antiinflamatórios. 
Protium kleinii pode ser encontrada somente nos Estados da região sul do Brasil, 
sendo conhecida popularmente como almécega, almíscar, pau-de-breu, pau-de- 
incenso, guapoí, entre outras denominações. Considerando a importância de se 
estudar plantas medicinais da região e que não foram encontrados estudos anteriores 
desta espécie, o presente estudo envolveu a extração, o isolamento e a identifícação 
dos constituintes químicos da casca resinosa de P. kleinii e sua possível atividade 
antinociceptiva em camundongos. Foram isolados, do extrato etéreo, através de 
procedimentos cromatográficos usuais e identifícação através de técnicas 
espectroscópicas os triterpenos a-amirina, P-amirina, 3P-16P-diol-ursa-12-eno 
(breína), 3-ceto-l l-ol-ursa-12-eno e 3-ceto-l 1-ol-olea-l2-eno, 3-oxo-l 1,16-diol- 
ursa-l 2-eno, sendo os três últimos inéditos na literatura. O extrato etéreo apresentou 
importantes efeitos antinociceptivos em camundongos nos testes da formalina, 
capsaicina e ácido acético; os compostos isolados da casca resinosa de P. kleinii 
também foram testados em camundongos no modelo da formalina e exerceram 
potentes efeitos antinociceptivos. Todos os triterpenos isolados parecem contribuir 
para o efeito antinociceptivo do extrato. No entanto, destaca-se o efeito da mistura 
dos triterpenos a  e P-amirina, encontrados em quantidade majoritária no extrato de 
P. kleinii e com atividade antinociceptiva maior que os outros compostos isolados e 
que os próprios fármacos utilizados como referência. Os resultados permitem 
concluir que os triterpenos isolados são os principais responsáveis pela atividade 
antinociceptiva do extrato etéreo da espécie estudada.
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ABSTRACT
Plants of the genus Protium {Burseraceae) are known because their production of 
oleoresin exudates. The leaves of the species of Protium are commonly used by folk 
medicine in Brazil for healing of ulcers and as anti-inflammatory agent. Protium 
kleinii occurs only in the south region of Brazil, being known as “almecega”, 
“almiscar”, “pau-de-breu”, “pau-de-incenso”, “guapoi”, among others. The present 
study investigated the chemical composition and the antinociceptive activity of 
resinous bark of Protium kleinii. From the etheric extract were isolated, by using the 
chromatographic and spectroscopic conventional data the triterpenoids a-amirin, P- 
amirin, 3{3-16P-diol-urs-12-ene (brein), 3-oxo-l 1,16-diol-urs-12-ene, 3-ceto-ll-ol-urs- 
12-ene and 3-ceto-ll-ol-olean-12-ene. The last three are described by the first time. 
The ethereo extract exhibited important antinociceptive effect in formalin, capsaicin 
and acetic acid tests in mice, furthermore the isolated compounds from resinous dark 
of P. kleinii also exhibited potent antinociceptive effect on formalin test in mice. Such 
activity seems to be related to the presence of these triterpenes, which are the main 
components of the plant extract.
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1 -  INTRODUÇÃO
1.1. A IMPORTÂNCIA DO ESTUDO DE PLANTAS MEDICINAIS
As plantas medicinais têm sido, desde a antigüidade, um recurso ao alcance do 
ser humano para sua alimentação e cura de enfermidades, informações estas que eram 
transmitidas de geração para geração. Atualmente, cada vez mais estas plantas são 
estudadas pela ciência moderna, analisando os efeitos terapêuticos, comparando e 
classificando as diversas propriedades, identificando os princípios ativos responsáveis 
por estes efeitos, extraindo-os da planta, determinando suas estruturas químicas, 
procedendo modificações estruturais para se obter um composto com maior atividade, 
e finalmente publicando os resultados destes estudos
Os produtos naturais continuam como base para investigação química e 
biológica e servem como um inestimável início para a descoberta de alguns dos 
fármacos mais amplamente usados como agentes na medicina humana, como os 
antibióticos penicilina, eritromicina, tetraciclina, o agente anticancerígeno taxol, e 
redutores de colesterol como mevinolina, sem mencionar extratos de plantas usados 
comumente como suplementos alimentares na medicina tradicional
A diversidade molecular dos produtos naturais é muito superior àquela derivada 
dos processos de síntese, apesar dos avanços tecnológicos As plantas são fontes 
importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem 
em modelos para a síntese de um grande número de fármacos Apesar do aumento de 
estudos nesta área, os dados disponíveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas 
foram estudadas quanto ao seu potencial terapêutico Uma investigação desta 
natureza só é possível por uma ação multidisciplinar com a colaboração de 
botânicos, químicos, farmacologistas, farmacêuticos, entre outros.
Os compostos de origem natural desempenham quatro papéis importantes na 
medicina moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos extremamente 
úteis, cuja produção e comercialização na forma sintética é difícil, se não impossível. 
De fontes naturais também são retirados compostos básicos que podem ser
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modificados para tomarem-se mais eficazes ou menos tóxicos. O terceiro papel 
desempenhado pelos produtos naturais é a sua utilidade como protótipos ou modelos 
para fármacos sintéticos que tenham atividades semelhantes às dos originais. O quarto 
papel desempenhado pelos produtos naturais é bem diferente dos acima citados, mas 
não menos importante. Alguns produtos naturais contêm compostos que apresentam 
atividade pequena ou nula em si mesmos, mas que podem ser modificados por 
métodos químicos ou biológicos para produzir fármacos potentes^’*.
A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 80% da população 
mundial contam principalmente com a medicina tradicional, e que a maior parte das 
terapias tradicionais envolve o uso de plantas ou seus constituintes ativos. Além disto, 
que 25% de todas as prescrições nos Estados Unidos entre 1959 e 1980 continham 
extratos ou princípios ativos preparados a partir de plantas Segundo Cragg e cols.*” , 
25% do receituário médico nos países desenvolvidos prescreve produtos naturais e 
preparações fítoterápicas e em países em desenvolvimento este percentual chega a 
cerca de 80%.
Estima-se que cerca de 25% de todos medicamentos modernos são direta ou 
indiretamente derivados de plantas Em alguns casos este número pode chegar 
ainda a cerca de 60% como nos agentes antitumorais e antimicrobianos A literatura 
mostra que nos últimos 15 anos houve um grande aumento mundial no mercado de 
fítoterápicos ( de 5 a 18% ao ano) tanto nos países desenvolvidos como em países em 
desenvolvimento
Na Europa e nos EUA o mercado chegou a faturar cerca de U$ 7 bilhões e U$ 5 
bilhões por ano, respectivamente, em 1999. Estes dados têm atraído a atenção da 
indústria farmacêutica em investigar novas estruturas bem como padronizar agentes 
fítoterápicos com comprovada eficácia, segurança e qualidade 12.16.17,18
No Brasil, estima-se que 25% dos U$ 8 bilhões de faturamento, em 1996, da 
indústria farmacêutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de 
plantas, onde 84% dos fármacos são importados e 78% da produção brasileira é feita 
por empresas multinacionais. As informações anteriores revelam a necessidade de se 
buscar alternativas para superar a dependência externa, principalmente quando se
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confrontam os altos preços médios praticados no Brasil em comparação com aqueles 
praticados em países desenvolvidos
Ambientalistas e cientistas de países tropicais, subdesenvolvidos e detentores de 
grande biodiversidade vêm empregando o termo biopiraíaria para descrever o 
processo de exploração de recursos genéticos de oufros países, afirmando que as 
empresas multinacionais dos países desenvolvidos exploram seus recursos genéticos, 
patenteiam os resultados desta exploração e vendem os produtos de volta a preços 
excessivos
É importante mencionar também que, ainda que a diversidade da flora brasileira 
revele ótimas oportunidades para o desenvolvimento de novos produtos medicinais, os 
grupos de pesquisa nesta área ainda são poucos e apenas cerca de 8% das espécies 
vegetais da flora brasileira foi estudada em busca de compostos bioativos
Uma das principais limitações relacionadas com a questão dos produtos 
naturais como fontes de novos fármacos é a alegada complexidade do processo de 
avaliação, pela presença de misturas biológicas de dificil separação e identificação
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1.2. ALGUNS ESTUDOS ANTERIORES REALIZADOS NA ÁREA DE 
PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS
Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa vêm atuando na área de produtos 
naturais bioativos, especialmente em busca de novos analgésicos
Têm sido investigadas algumas plantas da flora brasileira, especialmente as que 
vicejam no Estado de Santa Catarina e usadas na medicina popular com finalidades 
terapêuticas.
Neste contexto, vários resultados promissores foram obtidos cabendo 
mencionar alguns casos de sucesso, descritos a seguir:
• Aleurites moluccana L. Willd (Euphorbiaceae). Apresentou potencial analgésico 
por mecanismo independente da ativação do sistema opióide ou da liberação de 
glicocorticóides endógenos, os ensaios direcionados ao isolamento dos 
constituintes químicos da planta levaram ao isolamento do n-hentriacontano, a- 
amirina, p-amirina, estigmasterol, p-sitosterol, campesterol, ácido acetil 
aleuritólico e swertisina
• Bauhinia splendens HBK (Leguminosae). Foi demostrado que constituintes tanto 
do caule quanto das folhas possuem efeito analgésico, não envolvendo receptores 
opióides Foi também avaliado o perfil antibacteriano de extratos e frações da 
planta e os resultados indicam eficácia dos extratos mais polares frente a bactérias 
patogênicas como Staphyloccocus aureus e Salmonella typhimurium A análise 
fitoquímica indicou a presença de rutina, quercetina e uma mistura complexa de 
taninos
• Croton urucurana (Euphorbiaceae). Estudo demonstrou efeito analgésico desta, 
devido a seus fitoconstituintes como a catequina e a galocatequina, campesterol, 
stigmasterol, P-sitosterol, ácido acetil aleuritólico e glicosídeo do p-sitosterol
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Epidendrum mosenii Rchb. F. (Orchidaceae). Estudos realizados indicam um 
excelente efeito analgésico. Foram isolados os esteróides campesterol.
estigmasterol e P-sitosterol e os triterpenos folidotina e 24 metileno cicloartanol, 
os quais apresentaram potente efeito analgésico
• Marrubium vulgare. Apresentou potente ação antiespasmódica e efeito 
analgésico e quanto a fítoquímica, foi evidenciada a presença de alguns 
compostos de interesse medicinal, como os esteróis estigmasterol e P-sitosterol, 
além do composto presente em maior concentração na planta, a furonolactona 
marrubiina, com potente ação analgésica^^.
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Rheedia gardneriana Pl. Tr. (Guttiferae). Estudo fítoquímico possibilitou o 
isolamento de 4 biflavonóides, identificados como volkensiflavona, fukugetina ou 
morelloflavona, flikugesida e GB-2a. Estes compostos, especialmente a 
volkensiflavona, apresentaram considerável efeito analgésico Além disso, 
verificou-se que o extrato bruto hidroalcoólico das folhas de Rheedia gardneriana 
foi efetivo como antiinflamatório
• Rubus imperialis Chum. Schl. (Rosaceae). Extratos obtidos desta planta 
mostraram-se ativos em diferentes modelos de dor O principal composto ativo 
foi identificado como o triterpeno nigaichigosídeo F l, isolado com alto rendimento 
das folhas
• Sebasttiania schottiana Muell. Arg. (Euphorbiaceae). Os extratos obtidos das 
partes aéreas desta planta possuem efeito antiespasmódico e este efeito foi 
comprovado posteriormente devido à presença da acetofenona xantoxilina, 
presente em cerca de 0,25% da planta Estudo fítoquímico recente levou a 
caracterização de dois triterpenos, o glutinol e a moretenona, com potencial efeito 
analgésico
• Wedelia paludosa DC. (Compositae). Os estudos desenvolvidos demonstram que 
os extratos brutos desta planta apresentam ação antibacteriana analgésica
antiespasmódica antiinflamatória e hipoglicemiante Os principais 
constituintes ativos foram identificados como sendo a luteolina, o ácido caurenóico 
e uma nova lactona denominada paludolactona, além de um flavonóide 
denominado chalcona coreopsina
Dando continuidade ao programa de obtenção de novos compostos com 
atividade analgésica, selecionou-se para este estudo a espécie Protium kleinii 
(Burseraceae).
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1.3. ENSAIOS FARMACOLÓGICOS
A validação científica do uso de plantas e seus derivados é essencial ao seu uso 
como medicamento. O uso popular e mesmo tradicional não são suficientes para 
validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros, 
sendo que o uso deve ser fundamentado em evidências experimentais comprobatórias 
de que o risco é suplantado pelos beneficios que possam advir
Para tanto, estes estudos devem seguir algumas etapas de ensaios biológicos 
pré-clínicos e posteriormente clínicos. Estas etapas compreendem ;
1. Estudos farmacodinâmicos: têm por objetivo comprovar o efeito que 
motivou o estudo, relacionando este efeito às doses e a um possível 
mecanismo de ação.
2. Estudos toxicológicos: devem indicar o grau de confiança para o 
medicamento ser administrado na espécie humana.
3. Estudos farmacocinéticos pré-clínicos; avaliam o destino do fármaco depois 
da sua administração no animal de experimentação.
4. Etapa clínica ou etapa de ensaios na espécie humana: têm a finalidade de 
comprovar o potencial terapêutico na espécie humana e devem ser 
embasados nas experiências farmacodinâmicas e toxicológicas pré- 
clínicas
1.3.1. Farmácos analgésicos
Analgésicos são fármacos que aliviam a dor sem causar perda da consciência. O 
controle da dor é uma das indicações mais importantes a que se destinam os 
medicamentos
A  dor aguda, em geral, é bem explicada em termos de nocicepção (um estímulo 
nocivo excessivo dando origem a uma sensação intensa e desagradável). Em contraste, 
a maioria dos estados com dor crônica estão associados a aberrações da via fisiológica 
normal, dando origem à hiperalgesia ( uma maior intensidade da dor associada a um
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estímulo nocivo e leve) e a alodinia (dor provocada por estímulo não nocivo) ou 
espasmos espontâneos de dor sem qualquer estímulo desencadeante
1.3.2. Dor e nocicepção
Nocicepção é o mecanismo pelo qual os estímulos periféricos nocivos são 
transmitidos ao sistema nervoso central. Nocicepção não é a mesma coisa que dor, 
sendo que a dor é uma experiência subjetiva e inclui um poderoso componente afetivo, 
nem sempre associada à nocicepção (percepção dos estímulos nocivos). A quantidade 
de dor produzida por um estímulo em particular depende de muitos fatores, além do 
estímulo propriamente dito.
Os testes em animais com medicamentos analgésicos medem comumente a 
nocicepção e consistem em testar a reação de um animal a um estímulo doloroso. No 
entanto, a dor espontânea de origem neuropática fica difícil de modelar nos estudos 
em animais por razões técnicas e éticas
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Analisar a composição química e o possível efeito antinociceptivo das cascas de 
Protium kleinii.
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS
• Isolamento e identificação de constituintes químicos presentes na casca resinosa, 
utilizando procedimentos cromatográficos e técnicas espectroscópicas convencionais.
• Obtenção de extratos, frações e compostos puros para experimentos farmacológicos.
• Análise dos resultados farmacológicos dos extratos, frações e compostos isolados da 
planta selecionada.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
3.L VAMllAA Burseraceae
A família Burseraceae conta com mais de 600 espécies dispersas nas regiões 
tropicais do globo, agrupadas em 2 0  gêneros. É composta por árvores ou arbustos 
grandes, com substâncias resinosas e aromáticas em todas as partes vegetativas, 
especialmente as cascas
As Burseráceas são úteis pelas resinas que segregam e pela utilização de suas 
madeiras. Têm diferentes usos na etnobotânica, como em ritos religiosos, indústrias e 
medicina popular
Segundo Hoehne todos os bálsamos aromáticos dos cultos e feitiçarias, assim 
como as “mirras sagradas” que eram usadas para embalsamentos dos egípcios provêm 
deste grupo de árvores.
A família Burseraceae, ainda que das mais abundantes em espécies na 
Amazônia, é a menos conhecida quimicamente dentre as pertencentes à ordem 
Rutales, e caracteriza-se pela exsudação de resinas. Estas, juntamente com as folhas, 
são utilizadas pela população para os mais variados fms medicinais, entre outras 
aplicações, tais como: na fabricação de vernizes e tintas, cosméticos, repelentes de 
insetos e calafetação de barcos.
As resinas obtidas de plantas da família Burseraceae são usadas na África e 
índia para o fratamento de diversas doenças. Predominando a indicação em condições 
inflamatórias
Atividade imunoestimulante bem como atividade antiinflamatória são 
reportadas para o extrato aquoso de resinas de espécies de Burseraceae Extratos 
aquosos e etanólicos de folhas de espécies de Burseraceae têm sido mencionadas 
atividades antiinflamatória, anti-alérgica e hepatoprotetora
Alguns estudos demonstram atividade antitumoral e atividade citotóxica 
para plantas dos gêneros da família Burseraceae.
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3.1.1. Estudo fítoquímico
Os estudos fítoquímicos nesta família têm-se restringido somente a 11 gêneros, 
como representa o tabela 1, sendo os mesmos caracterizados principalmente pela 
presença de terpenóides, lignanas e flavonóides
TABELA 1 - Classes de metabólitos secundários identifícados em Burseraceae
Gênero Classes de substâncias
Aucomea Monoterpenos, triterpenos.
Boswellia Monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos.
Canarium Monoterpenos, triterpenos, lignanas, cumarinas e flavonóides.
Commiphora Monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos.
Dacryoides Monoterpenos, triterpenos.
Garuga Triterpenos e flavonóides.
Protium Monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, lignanas, cumarinas e 
taninos.
Santiria Triterpenos e taninos.
Tetragastris Triterpenos, lignanas, flavonóides e compostos CeC^ .
Trattinnickia Triterpenos, flavonóides, hidrocarbonetos alifáticos e taninos .
3.2. GENÊRO Proímm
Protium é o principal gênero da família Burseraceae e o mais freqüente gênero 
na América do Sul, sendo muito representativo na flora Amazônica
Estudos fítoquímicos anteriores demosfram a presença de lignanas em Protium 
tenuifolium o isolamento e identifícação de um composto novo, a 5 -metoxi- 
justicidina, um arilnaftaleno lignana isolado de Protium unifoliolatum e a presença 
de propacina uma cumarinolignana de isolada de Protium opacum Da Protium 
heptaphyllum foram identifícados os triterpenos a-amirina, p-amirina 
maniladiol, breína, 3p-hidroxi-ursa-9(ll),12-dienol, 3p-hidroxi-olea-9(l l) ,12-dieno.
ácido 3a-hidroxi-tirucaia-8,24-dien-21-óico e ácido 3a-hidroxi-tirucala-7,24-dien-21- 
óico
Dentre os relatos na medicina popular de espécies de Burseraceae, destaca-se 
utilização das folhas das espécies Protium heptaphylum e P. icicariba como 
cicatrizantes, antiinflamatórios e no tratamento da úlcera Além disto, estudo 
realizado por Siani e cols. avalia a atividade antiinflamatória de óleos essenciais das 
folhas e resinas de diferentes espécies Protium incluindo P. heptaphyUum, P. 
strumosum, P. grandifolium, P. lewellyni e P. hebetatum.
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3.2.1. Protium kleinii
Protium kleinii é uma espécie exclusiva da mata pluvial da costa atlântica do sul 
do Brasil. É encontrada de preferência nas partes média e superior das encostas 
(seletiva xerófíta), como também é muito presente nas planícies arenosas da costa, 
sobretudo as que se encontram entre o Rio Itajaí e a Baía de Paranaguá, onde se 
observam grandes densidades. No Brasil, é encontrada somente nos Estados do Paraná, 
Santa Catarina e Rio Grande do Sul
A madeira tem emprego na construção civil, obras internas, sendo muito 
durável em lugares secos devido a seu óleo resinoso. A goma ainda é usada como 
incenso nas igrejas. Na medicina popular, a goma é usada como emplastro, aplicado 
em cima de bernes, que morrem imediatamente. As folhas e a casca são usadas no 
tratamento de inflamações em geral, gangrenas e úlceras em particular
Embora tenham sido encontrados estudos sobre outras espécies de Protium, não 
foram encontrados na literatura estudos fitoquímicos e/ou farmacológicos da espécie 
Protium kleinii, foco deste trabalho.
3.2.1.1. Descrição botânica
Árvore de até 25m; ramos terminais pálido-brúneos ou cinzentos, rugulosos, 
miudamente lenticelado-verrugosos, os novos (do ano) lisos miúda e adpressamente 
pubescentes, depois glabros; folhas alternas imparipenadas em geral bijugas, 12-28 cm 
de comprimento; pecíolo grossinho, ridido, 2-3,5 cm de comprimento, estriado, por 
cima planinho, glabro ou parcialmente escamado-sericeo, na base engrossado; 
intemódios da ráquis 2-3,5 cm de comprimento, glabros, pouco estriados, por cima 
levemente carinados; peciolos glabros, 5-8 mm de comprimento, por cima planos, por 
baixo semi-cilindricos os terminais 10-20 mm de comprimento. Folíolos coriáceos, 
rígidos, em seco ocraceo-esverdeados e pálidos, glabros, subelípticos, ovado- 
subelípticos, terminais subobovado- subelípticos, de base subtamente atenuada, 
cuneada, no ápice atenuados e acuminados, os terminais subitamente acuminado- 
contratos, margem inteira e muitas vezes ondulada, 4-13 cm de comprimento, 1,7-5,0 
cm de largura, acume obtuzinho, 6-7 mm de comprimento, 3-4 mm de largura; por 
cima costa estreitamente promínula, por cima plana; nervuras secundárias e vênulas 
miudamente reticuladas, imersas, mas levissimamente promínulas e conspícuas; por 
baixocosta prominente e discolor, nervuras secundárias 10-14 de ambos os lados 
pálidas, subpátulas, levemente promínulas, junto á margem arcado-anasto-mosadas, 
nervurinhas e vênulas formando retículo miúdo mais ou menos promínulo, mas sempre 
bem conspícuo
Inflorescência axilar, paniculada, 1,5-4 cm de comprimento, ramosa, multiflora 
desde a base, eixo e ramos angulados, miudamente estrigoso-pubescentes, brácteas e 
bractéolas ovadas, obtuasas, semi-abraçadas, pubescentes, 1 -0,5  mm de comprimento. 
Pedicelos grossos, angulados, pubescentes, 0,5-1 mm de comprimento. Flores 
masculinas; cálice grossinho, pubérulo, ca. 1 mm de comprimento, lobos triangulares 
agudos, ca. 0,5 mm de comprimento; pétalos 5, grossos, linear-lanceolados, agudos, 
curtamente angulado-apiculado, ápice levemente inflexo, por fora adpressamente 
pubescentes, margem tomentozinha, por dentro glabros, 2 ,8  mm de comprimento; 
estames 10 , filamentos subulados, teros, glabros, 1-1,2 mm de comprimento, anteras
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eliptico-oblongas, ca. 0,7 mm de comprimento, poliníferos; disco muito grosso, 0,5 
mm de altura, levemente 10-lobado, estriado, glabro; rudimento do ovário estéril 0,5 
mm de altura, ovóideo, setígero, de ápice atenuado, estigma subséssil, subcônico, 5- 
lobado. Flores femininas; estames menores que nas masculinas, ovário globoso, 1 mm 
de altura, setífero, 5-locular, lóculos bi-ovulados, estigma subséssil, engrossado, 5- 
lobado
Fruto globoso-ovóide, simétrico quando bipireno ou ovóide, subagudo, oliquo 
quando monopireno, 1,7-2 x 1,7-2 cm ou 1,7-1,8 x 1,2-1,4 cm, exocarpo grosso, 
glabro, roxo-avermelhado, endocarpo rígido, cartilagíneo, ca. 15 x 5 mm sublongo- 
ovóide, estreitado para cima, tríquetro, base arredondada, dorso plano-convexo, no 
ventre pouco umblicado
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FIGURA 1 - Protium kleinii (Burseraceae). Ramo frutificado 
FONTE: REITZ, R. Flora Ilustrada Catarinense. Itajai -  SC.
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FIGURA 2 - Protium kleinii (Burseraceae). Árvore de 20m de altura 
FONTE; REITZ, R. Flora Ilustrada Catarinense. Itajaí — SC.
3.3. TERPENÓIDES
Considerando que os terpenos são os principais compostos presentes na família 
Burseraceae, alguns aspectos químicos e farmacológicos desta importante classe são 
mencionados a seguir.
Os terpenóides distribuem-se amplamente na natureza e são encontrados em 
abundância em plantas superiores. Sua estrutura pode ser dividida em unidades de 
isopreno. O número de diferentes terpenóides isolados de fontes vegetais chega a 
aproximadamente vinte mil, muito superior ao de qualquer outro grupo de produtos 
naturais. Os terpenóides vegetais têm papel proeminente nas discussões sobre ecologia 
química, pois desempenham funções importantes como fitoalexinas, repelentes de 
insetos, agentes de atração polínica, agentes de defesa contra herbívoros, ferormônios, 
aleloquímicos, hormônios vegetais e moléculas de sinalização. As moléculas de 
terpenóides estão implicadas em quase todas as interações possíveis entre plantas, 
entre plantas e animais e entre plantas e microorganismos *.
Muitos terpenóides produzidos por plantas possuem diferentes interesses 
comerciais, incluindo importantes agentes farmacêuticos, como por exemplo agente 
antineoplásicos, como o diterpeno taxol e monoterpenos derivados de alcalóides 
vincristina e camptotecina. Além disto, também podem ser comercialmente 
importantes como agentes flavorizantes e fragâncias, como os monoterpenos e 
sesquiterpenos
A classificação destes compostos deve-se ao número de unidades de isopreno 
incorporadas na estrutura, classificando-se em monoterpenóides (2  unidades de 
isopreno), sesquiterpenóides (3 unidades), diterpenóides (4 unidades), triterpenóides (6  
unidades), tetraterpenóides ou carotenóides (8  unidades) *.
A produção dos terpenos no metabolismo vegetal secundário ocorre através da 
via mevalonato. Os mono e sesquiterpenos são as principais substâncias que compõem 
as misturas chamadas de óleo voláteis. Os triterpenos (C30) originam-se da ciclização 
do esqualeno, enquanto que os esteróides (C27) podem se considerados metabólitos 
dos triterpenos conforme figura 3.
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Foram isolados mais de quatro mil triterpenóides naturais e identificados mais 
de quarenta tipos de esqueletos (fíg. 4). Podem ser divididos em duas classes 
principais: os compostos tetracíclicos e os pentacíclicos. Os triterpenóides livres 
muitas vezes são componentes das resinas do látex ou da cutícula das plantas. Os 
triterpenóides são empregados na defesa contra herbívoros, insetos e em 
medicamentos . Levando-se em consideração a aplicação terapêutica e industrial, os 
triterpenos e esteróides constituem o grupo de metabólitos secundários de maior 
importância
Triterpenos ou triterpenóides são compostos de grande ocorrência e diversidade 
estrutural que têm atraído a atenção por suas atividades farmacológicas, como 
inibidores de tumor, inflamação e peroxidação lipídica. Estudo realizado por Recio 
trata dos aspectos estruturais de triterpenos relacionados a atividade antiinflamatória. 
Há ainda outros estudos sobre atividades hepatoprotetoras de triterpenos de Canarium 
album (Burseraceae) , efeito de inibição da inflamação de di e trihidoxi triterpenos^^, 
além de atividade antinociceptiva entre muitos outros efeitos biológicos de 
interesse.
lupano
stictano hopano isohopano = moretano onocerano
FIGURA 4 - Exemplos de esqueletos de algumas classes de triperpenos
4. METODOLOGIA
Os procedimentos experimentais adotados nesse trabalho foram baseados em 
técnicas tradicionais para o estudo de produtos naturais, tais como extração, isolamento e 
purificação de constituintes, e posterior identifícação atráves de métodos 
espectroscópicos e cromatográfícos usuais
4.1. COLETA DO MATERIAL E OBTENÇÃO DOS EXTRATOS
A casca resinosa da Protium kleinii foi coletada no mês de janeiro de 1999, no 
Morro do Baú, cidade de Ilhota e classificada e identificada pelo Prof Dr. Ademir Reis 
(Departamento de Botânica/UFSC), cuja exsicata encontra-se depositada no Herbário 
Barbosa Rodrigues, na cidade de Itajaí, registrada sob o código VC Filho 22.
A casca resinosa foi seca ao ar e pulverizada em moinho tipo croton. A partir 
desta, foram obtidos três extratos por maceração em solventes diferentes: hexano, éter e 
clorofórmio.
Os extratos foram preparados a partir da casca resinosa seca, moída e macerada a 
temperatura ambiente por duas semanas, com troca de solvente após sete dias. Foram 
utilizados 50 g da casca resinosa seca para maceração em éter e hexano e 519,92 g para 
maceração em clorofórmio, sendo assim obtidos 33,42 g, 22,33 g e 279,48 g de extrato, 
respectivamente para cada solvente (fíg. 5).
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FIGURA 5 -  Preparação dos extratos
Todos os macerados obtidos foram evaporados sob pressão reduzida em 
evaporador rotativo a temperatura de 40° C até a eliminação do solvente orgânico e 
estocados a temperatura ambiente.
Após análise dos procedimentos cromatográficos, rendimento e análises 
farmacológicas, o extrato etéreo foi escolhido para continuação dos estudos fitoquímicos 
e farmacológicos.
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4.2. ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DOS CONSTITUINTES DO EXTRATO 
ETÉREO
Parte do extrato etéreo (14,42 g) foi adsorvido em silica gel (17,83 g) para 
preparação da pastilha e a pastilha adsorvida em silica gel (140,1 g) em coluna de 
diâmetro 3,7 mm utilizando o esquema de eluição mostrado na figura 6 .
Extrato etéreo Protium kleinii
■ r *
7
do extrato=14,42 g 
sílica pastilha=17,83 g 
sílica coluna=140,lg 
letro da coluna=3,7 cm
Eluentes:
♦  Hexano;l L Frações; 1-5
^  Hexano:acetato etila (98:2) 1 L Frações:6-12
♦  Hexano:acetato de etila (94:4) 2 L Frações 13-4:
♦  Hexano:acetato de etila (90:10) 0,25 L Frações 46-5f
♦  Hexanoiacetato de etila (80:20) 0,25 L Frações 57-6:
♦  Hexano;acetato de etila (70:30) 0,25 L Frações 66-7(
♦  Hexano:acetato de etila (1:1) 0,25 L Frações 77-8:
♦  Acetato de etila 0,25 L Frações 82-9
♦  Acetato de etila:metanol(l:l) 0,25 L Frações 92-9^
♦  Metanol 0,25 L Frações 97-9!
Água 0,2 L Frações 99
FIGURA 6 - Coluna cromatográfíca do extrato etéreo
Após monitoramento por cromatografía em camada delgada (CCD), as frações 
similares foram combinadas e foram obtidos cristais das frações 21-32 e 81-83 
denominados de EEF2132 (4,9925 g) e EEF8183 (127,5 mg) respectivamente (fíg. 7).
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Os constituintes presentes nas frações de 11 a 15 (eluídas com hexano e acetato de 
etila) mostraram um perfil cromatográfico similar por CCD e foram então agrupados. 
Esse material (1,47 g) foi cromatografado em coluna de silica gel (22,78 g) com coluna de 
1,5 cm de diâmetro denominada de coluna A (fíg. 7) Após monitoramento por 
cromatografía em camada delgada (CCD), as frações similares foram combinadas e foram 
obtidos cristais da fração denominada AF29 (35,6 mg).
Os constituintes presentes nas frações de 59 a 73 obtidos pela eluição com hexano 
e acetato de etila mostrafam um perfíl cromatográfíco similar por CCD e foram 
agrupados. Esse material (1,238 g) foi cromatografado em coluna de silica gel (20,36 g) 
com coluna de 3,0 cm de diâmetro denominada de coluna B (fíg. 7). Após monitoramento 
por CCD foi encontrado um composto na fração denominada CBF25 (29,3 mg).
4.3. DESCRIÇÃO DAS ANÁLISES
4.3. L Análise fítoquímica
Cromatografía em camada delgada (CCD). Para avaliação preliminar do grau de pureza 
dos produtos isolados e monitoramento da cromatografía em coluna foram utilizadas 
placas de silica gel 60 GF 254 da Merck. A visualização dos compostos foi feita 
utilizando-se luz UV em comprimentos de onda 254 e 366 nm e pulverização com 
anisaldeído sulfurico seguida por aquecimento em placa.
Cromatografía em coluna (CC) de silica gel. Para cromatografía em coluna foi utilizada 
silica gel (0,063-0,200 mesh) Merk. O diâmetro e altura das colunas variaram de acordo 
com a quantidade de material adsorvido. As eluições foram feitas com solventes 
orgânicos, em ordem crescente de polaridade.
Cromatografía Gasosa (CG). Os cromatogramas foram obtidos em cromatógrafo gasoso 
(CG) SHIMATZU modelo 14^, com detector de ionização de chama, integrador 
processador EG300. As condições adotadas foram as seguintes: fluxo de gases N2 e H2 
30mL/min, ar sintético 30mL/min, coluna capilar de silica fundida de 25m LM-1, 
temperatura da coluna 280 °C, temperatura do injetor foi de 280 °C e a do detector de 
320°C, e sensibilidade de 2^x 10\ Os cromatogramas foram armazenados e em seguida 
processados com auxílio de um “software” da Microquímica.
Espectrometria de Massas (EM). Os espectros foram realizados na UFSC, Florianópolis- 
SC, pelo Prof. Dr. Luís Madureira, utilizando-se um aparelho de baixa resolução 
SHIMATZU-CG/MS modelo QP 2000\ a 70 eV equipado de sonda para sólidos.
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Ressonância Magnética Nuclear. Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 
Próton (RMN- H^) e de Carbono (RMN-C^^) foram realizados na UFSC, Florianópolis- 
SC, pelo Prof Dr. Miguel S. B. Caro e no Centro de Chimica Recettori, CNR, Roma, 
Itália, pelo Prof Dr. Franco Delle Monache, utilizando-se os seguintes aparatos, 
respectivamente; BRUCKER 200 MHz (RMN-H^) e 50 M Hz (RMN-C‘^ ), VARIAN XL 
300MHz (RMN-H^) e 75 MHz (RMN-C^^).
Infra vermelho. Os espectros de absorção na região de infravermelho foram obtidos em 
um espectrômetro Perkin-Elmer FT-16 PC, com as substâncias incorporadas em pastilhas 
comprimidas de brometo de potássio (KBr) anidro. As absorções foram registradas em 
escala de centímetro recíproco (cm'^).
4.3.2. Avaliação da atividade antinociceptiva
Os testes farmacológicos foram realizados pelo grupo do Prof Dr. João Batista 
Calixto, no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina.
Animais. Camundongos machos do tipo “Swiss” (25-35 g), mantidos em temperatura de 
22 ± 2 °C sob ciclo de luz 12 h/1 2  h escuro, alimentação e água “útí/ libitum”. Os 
experimentos foram realizados durante a fase luz do ciclo. Os animais foram adaptados às 
condições do laboratório pelo menos 2  h antes dos testes, sendo usados somente uma vez. 
Os experimentos relatados neste estudo foram realizados de acordo com o guia ético para 
investigação de dor experimental em animais conscientes
Contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. Foi analisado o possível efeito 
analgésico, que embora seja um modelo de nocicepção simples e pouco especifico, 
permite avaliar a atividade antinociceptiva de várias substâncias que atuam a nível central 
como periférico. A resposta nociceptiva foi induzida por injeção infraperitonial de ácido
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acético diluído (0 ,6%) que promove contorções no músculo abdominal de acordo com 
procedimentos descritos anteriormente Os animais foram pré-tratados com diferentes 
frações e compostos dados via i.p. (0,3-10 mg/kg) ou via oral (3-60 mg/kg) 30 e 60 min 
antes dos testes, respectivamente. O grupo controle recebeu o mesmo volume de 0,9% de 
NaCl (10 mL/kg). Depois pares de camundongos foram colocados em caixas separadas e 
0 número de contorções foram quantificadas durante 20  min.
Teste da formalina. Para analisar a possível ação analgésica dos compostos, em um 
modelo de dor de origem neurogênica, foi utilizado o teste de dor induzida pela injeção 
intraplantar de formalina, que é um modelo mais específico e permite avaliar duas fases 
distintas de dor: a de origem neurogênica (estimulação direta dos neurônios nociceptivos) 
e a dor inflamatória (caracterizada pela liberação de diversos mediadores inflamatórios). 
O processo utilizado foi essencialmente similar ao descrito anteriormente A 
quantidade de 20|iL de 2,5% de solução de formalina (0,92% de formaldeido) foi injetada 
intraperitonealmente na região dorsal da pata posterior direita do animal. Depois da 
injeção intraplantar de formalina, os animais são imediatamente colocados em um cilindro 
de vidro com 20  cm de diâmetro, cronometrando-se o tempo em que o animal 
permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante 30 min, considerando-se este período 
como indicativo de dor. Na investigação de possível atividade antiedematogênica, ao fim 
do experimento os animais são sacrificados por deslocamento cervical 30 min após a 
injeção de formalina, a pata é pesada em balança analítica
Teste da capsaicina. Este modelo é adequado para o estudo de compostos que atuam 
preferencialmente sobre a dor de origem neurogênica. A injeção intraplantar de capsaicina 
induz estimulação direta dos neurônios nociceptivos, causando a liberação de vários 
neuropeptídeos envolvidos na transmissão dolorosa. O processo usado é similar ao 
descrito anteriormente Antes de serem testados os animais são colocados 
individualmente em cilindro de vidro transparente de 20  cm de diamêtro para observação.
M etodologia 26
Após período de adaptação, 20)iL de capsaicina (1,6 |ig/pata feito em PBS) foi injetado 
intradermicamente na face dorsal da pata posterior direita. Os animais são observados 
individualmente por 5 minutos depois da injeção de capsaicina. O tempo que o animal 
permaneceu lambendo ou mordendo a pata é cronometrado e é indicativo de dor. Os 
animais forma tratados com injeção de veículo (lOmL/kg) ou extrato etéreo por via i.p. 
(3-30mg/kg) ou v.o. (lOmg-lOOmg/kg), 0,5 e Ih antes da injeção de capsaicina, 
respectivamente.
Análise Estatística. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média, 
exceto as DIsqS (doses dos fármacos ou compostos que reduziram a resposta a 50% em 
relação ao grupo controle), que são apresentadas como as médias geométricas 
acompanhadas de seus respectivos limites de confiança em nível de 95%. As análises 
estatísticas dos resultados foram realizadas por meio de análise de variância seguida pelo 
teste de múltipla comparação utilizando-se o modelo Dunnett e/ou Newman Keuls 
quando necessário. Valores de P < 0,05, ou menos, foram considerados como indicativos 
de significância.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
5. L ANÁLISE FITOQUÍMICA
A análise fitoquímica preliminar da casca resinosa da Protium kleinii indicou 
fundamentalmente a presença de triterpenos. Inicialmente foram preparados três extratos 
em diferentes solventes: éter, hexano e clorofórmio. Através da maceração da casca 
resinosa em éter foi obtido 64,84% de extrato etéreo, já a maceração da mesma em 
hexano foi obtido 44,66% de extrato hexânico e da maceração em clorofórmio foi obtido 
53,75% de extrato clorofórmico.
Considerando que o extrato etéreo foi obtido em maior rendimento percentual que 
os extratos obtidos a partir de clorofórmio e hexano, assim como exibiu uma atividade 
antinociceptiva significativa (ver seção 4.2), este foi escolhido para um estudo 
fitoquímico e farmacológico mais detalhado.
5.1.1. Composto EEF2132
O composto EEF2132 foi obtido na forma de um sólido branco a partir das frações 
21-32 da primeira coluna cromatográfíca com o extrato etéreo. Os dados especfroscópicos 
(IV, RMN-H^ e RMN-C^^) do composto EEF2132 (fig. 9,10,11 e 12) foram compatíveis 
com aqueles encontrados na literatura para a mistura dos triterpenos a-amirina e P- 
amirina^^’'^’'^’«^ ’«^ .
Nos últimos anos, mais de mil estruturas diferentes de triterpenos isolados de 
plantas foram regisfrados na literatura Quando várias dessas substâncias estão 
presentes num mesmo extrato vegetal, o fracionamento deste exfrato efetuado por técnicas 
cromatográfícas convencionais, dificilmente leva ao isolamento de substâncias puras
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A diferença estrutural entre a-amirina e p-amirina está na posição das metilas do 
anel E. A segunda pertence à série oleanano com Me-29 e Me-30 ligadas ao mesmo 
átomo de carbono C-20, ao passo que a primeira substância pertence à série ursano, com 
Me-29 ligada ao C-19 e a Me-30 ligada ao C-20, conforme figura 8 .
A ocorrência da mistura de a-amirina e P-amirina na casca resinosa de Protium 
kleinii é majoritária em relação aos outros triterpenos, com rendimento de 
aproximadamente 10%. O rendimento majoritário destes compostos também foi 
constatado por Maia e cols. estudando a resina de Protium heptaphylum.
FIGURA 8 - Estruturas químicas da a-amirina e P-amirina
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FIGURA 9 - Espectro de Infravermelho (IV) de EEF2132
O espectro de IV (fíg. 9), além das absorções relativas à vibrações de ligações C-C 
e C-H, apresenta uma banda de absorção em 3294 cm’^  referente ao estiramento de grupo 
OH, outra em 1656 cm"‘ relativa à deformação axial C=C e em 2946 e 2870 referentes à 
deformação axial de grupos metilas
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O espectro de RMN (fíg. 10) apresenta sobreposição de sinais dos dois 
compostos, porém alguns sinais característicos podem ser evidenciados. A presença de 
dois tripletos em 5,12 e 5,18 ppm confirmam o próton olefínico no C-12, os dois dubletos 
em 3,23 e 3,20 ppm são referentes ao próton ligado ao C-3. Próximo a região de 1,9 ppm 
aparece o sinal do próton ligado ao C-18 e nas regiões entre 0,75 a 1,25 ppm os sinais 
simples das metilas revelam o caráter olefínico dos compostos.
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FIGURA 12 - Espectro de DEPT (50 MHz, CDCI3) de EEF2132
A técnica de RMN-*^C/DEPT (fig. 12) pode ser utilizada de duas maneiras para 
distinguir as duas classes de substâncias (oleanano e ursano); primeiramente a inspeção 
dos átomos de carbono quaternários, que nas séries oleanano e ursano apresentam sete e 
seis carbonos quaternários, respectivamente, somando-se treze carbonos quaternários, 
doze carbonos metínicos, dezenove metilênicos e dezesseis metílicos. Em segundo lugar, 
pelo deslocamento químico dos átomos de carbono olefmicos C-12 e particularmente C- 
13 que são altamente característicos de cada esqueleto. Em geral, o C-12 apresenta sinal 
aproximadamente 2 ppm em campo mais alto (124,3 ppm para a-amirina e 122,4 ppm 
para |3-amirina) e o C-13 em tomo de 6  ppm em campo mais baixo (139,3 ppm para a- 
amirina e 145,3 ppm para a P-amirina) quando comparado com os mesmos carbonos da 
série ursa-12-eno
A  diferença entre os dois valores pode ser explicada pela presença de um grupo 
metilaem 19p (equatorial) que está próximo à dupla ligação (y e Ô para C-13 e C-12, 
respectivamente) em ursanos 12-enos, cujos dados podem ser evidenciados na tabela 2 , 
pelos dados em negrito.
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TABELA 2 - Valores de deslocamentos químicos (ô) em ppm de RMN (50 MHz, 
CDCI3) de EF2132, comparado com os dados da literatura para os compostos a- 
amirina e p-amirina
Carbono
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30 
Solvente
...JMHz
EEF2132
a-amirina
DEPT
a-amirma EEF2132
P-amirina
DEPT
38.7
27.2
78.3
38.7
55.2
18.3
32.9
40.0
47.7
36.9
23.3 
1243 
1393
42
28.7 
26,6
33.7
58.9
39.6
39.6 
31,2
41.5
28.1
15.6
15.6
16.8 
233  
28,1
17.4
2 1 3
CH2
CH2
CH
C
CH
CH2
CH2
C
CH
C
CH2
CH
C
C
CH2
CH2
C
CH
CH
CH
CH2
CH2
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CDCI3 
— 5.Q
38.8
27.3
79.0
38.6
55.2
18.4
32.9
40.0
47.7
36.4
23.3
125.1 
1403
42.1
27.3 
26,6
33.7
59.0
39.7 
39,6 
313
41.5
28.1
15.6
15.6
16.9 
233  
28,1 
17,5
21.4 
CDCI3
■I5..Q87
P-amirina
38;6 CH2 38,7
27,3 CH2 27,3
79,0 CH 79,0
38,8 C 38,8
55,2 CH 55,3
18,4 CH2 18,5
32,6 CH2 32,8
39,8 C 38,8
47,7 CH 47,7
36,9 C 37,6
23,5 CH2 23,6
122,4 CH 121,8
145,8 C 145,1
41,8 C 41,8
26,1 CH2 26,2
26,9 CH2 27,0
32,5 C 32,5
47,6 CH 47,4
46,8 CH2 46,9
31,1 C 31,1
34,7 CH2 34,8
37,1 CH2 37,2
28,8 CH3 28,2
15,5 CH3 15,5
15,6 CH3 15,6
16,9 CH3 16,9
26,0 CH3 26,0
28,4 CH3 28,4
333 CH3 333
23,7 CH3 23,7
-5ÍL ■IÍ.Q8Z.
NOTA: Dados em negrito se referem aos deslocamentos químicos que apresentam 
diferenças mais notáveis entre a a-amirina e P-amirina
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Pelo cromatograma (fíg. 13) observa-se que a mistura é composta por 43,4 % de P- 
amirina e 56,6 % de a-amirina. Além disso, a pequena diferença de intensidade dos picos 
em 121,8 e 145,1 ppm (P-amirina) quando comparados com os picos em 124,3 e 139,3 
ppm (a-amirina) no espectro de RMN-^^C (fig. 11) também é uma evidência de que 
ambas estão praticamente na mesma proporção prevalecendo ligeiramente a a-amirina 
na casca resinosa de Protium kleinii.
EEF2132 (mistura de a-amirina e P-amirina)
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5.1.2. Composto EEF8183
Da coluna cromatográfíca do extrato etéreo também foi encontrado um sólido 
branco nas frações compreendidas entre 81 a 83 que foram então agrupadas pela 
similaridade por CCD. Este composto foi obtido com um rendimento de 0,0255% e foi 
denominado de EEF8183.
Os dados especfroscópicos (RMN-H^ e RMN-C^^) do composto EEF81-83, 
conforme fígs. 15 e 16, permitiram-nos concluir que é um triterpeno pertencente à classe 
dos ursanos, o 3P-16P-diol-ursa-12-eno, também conhecido como breína (fíg. 14), sendo 
estes dados compatíveis com os dados encontrados na literatura
FIGURA 14 - Estrutura química da breína (3P-16P-diol-ursa-12-eno)
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FIGURA 15 - Espectro de RMN-^H (300MHz, CDCI3) do EEF8183
No espectro de RMN-^H (fig. 15) observa-se a presença de um triplete em 5,2 
ppm referente ao próton olefínico, o duplo dublete em 4,22 ppm corresponde ao próton 
ligado ao C-16, um duplo dublete em 3,22 ppm refere-se ao próton ligado ao C-3, assim 
como foi encontrado na a-amirina. Na região entre 1,2 a 2,05 ppm encontram-se os sinais 
dos metilenos e metinos, já as metilas apresentam sinais entre 0,7 a 1,2 ppm, conforme 
descritos na tabela 3.
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TABELA 3 - Valores de deslocamentos químicos (5) em ppm de RMN-^H para as metilas 
de EEF8183 e dados da literatura para 3P-16P-diol-ursa-12-eno (breína)
Metila EEF8183 Breína
23 1,00 s 0,99 s
24 0,79 s 0,79 s
25 0,96 s 0,95 s
26 1,02 s 1,02 s
27 1,15 s 1,14 s
28 0,77 s 0,76 s
29 0,79 d 0,78 d
30 0,93 s 1 0,93 s 1
Solvente, MHz CDCI3.300MHz CDCI3,400MHz
a)
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b)
FIGURA 16 - Espectro RMN-‘^ C (50MHz, CD CI3) do EEF8183
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FIGURA 17 - Espectro DEPT 135° (50MHz, CDCI3) do EEF8183
O espectro de RMN-^^C/DEPT (fig. 16 e 17) da breína apresenta sinais referentes a 
oito metilas, oito metilenos, oito metinos e seis carbonos quaternários; observam-se ainda 
os sinais dos carbonos olefmicos em 125,1 e 138,0 ppm, características que podem se 
atribuídas à série dos ursanos. Estes dados quando comparados com os deslocamentos 
químicos para os carbonos correspondentes aos da a-amirina apresentam algumas 
diferenças devido à presença do grupo hidroxila no C-16 no esqueleto da breína, com 
aumento nos deslocamentos químicos em tomo de 7 ppm para C-15 e de 5 ppm para C- 
17 devido efeito a , de 40 ppm para C-16 devido inserção do grupo hidroxila e 
diminuição de 6  ppm para C-22 e C-28 devido efeito p, esses dados estão melhor 
representados em negrito na tabela 4.
A breína também foi encontrada em outra espécie do gênero, a Protium 
heptaphylum
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TABELA 4 - Valores de deslocamentos químicos (ô) em ppm de RMN para a- 
amirina , para o composto EEF8183 e dados da literatura para 3p-16p-dioI urs-12-eno 
(breína)
Carbono n°
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30 
Solvente
MHz
a-amirma
1T,
EEF8183
DEPT
Breína
38.7
27.2
78.3
38.7
55.2
18.3
32.9
40.0
47.7
36.9
23.3
124.3
139.3
42.0
28.7 
26,6
33.7
58.9
39.6
39.6
31.2
41.5
28.1
15.6
15.6
16.8
23.3 
28,1
17.4 
21,3
CDCl,
15.087
38.8
27.2
79.0
38.8
55.2
18.3
32.9
40.1
47.0
36.8
23.4
125.1
138.0
44.0
36.0
67.0
38.5 
60,7 
39,54
39.5
30.5
35.2
28.1 
15,59 
15,68
16.9
24.5
21.9
17.6
21.3
CH,
CH,
CH
C
CH
CH,
CH,
C
CH
C
CH,
CH
C
C
CH,
CH
C
CH
CH
CH
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CH,
CDCI,
.,.,75.5
38.75 
27,2
78.94
38.75
55.16 
18,29 
32,88
40.01
46.95 
36,81
23.34 
125,07 
137,94
44.02
35.93 
67,00 
38,52 
60,68
39.51 
39,46
30.51
35.17 
28,09 
15,59 
15,68 
16,85
24.5
21.93
17.6
21.34 
CDCl,
100
NOTA: Deslocamentos químicos que apresentam diferença em relação a a-amirina estão 
representados em negrito
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5.1.3. Composto AF29
Da coluna cromatográfíca do extrato etéreo foram agrupadas as frações de 11 a 15, 
que foram então novamente cromatografadas em coluna. Desta coluna foram obtidos 
cristais da fração denominada AF29 com um rendimento de 0,0712% em relação à casca 
resinosa de Protium kleinii.
Os dados espectrais (RMN-H^ e RMN-C^^), conforme figuras 19 a 23, permitiram- 
nos concluir que o composto AF29 é uma mistura dos triterpenos: 3-oxo, 1 l-OH-ursa-12- 
eno e 3-oxo, 1 l-OH-olea-12-eno (fíg.18).
3-0X0, ll-OH-ursa-12-eno 3 -0X0, 11 -OH-olea-12-eno
FIGURA 18 - Estrutura química dos compostos da mistura AF29
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FIGURA 19 - Espectro de RMN-^H (300 MHz, CDCI3) de AF29
No espectro de RMN-^H (fíg. 28) observam-se em 5,4 ppm dois dubletes 
referentes aos prótons olefínicos (H-C12), na região de 4,5 ppm dois duplos dubletes do 
próton ligado ao C-11, na região entre 2,3 e 2,6 ppm encontram-se os sinais do próton 
ligado ao C-2. Nas regiões entre 0,75 e 1,8 ppm encontram-se os sinais das metilas 
características de triterpenos.
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FIGURA 20 -  Espectro de RMN-■^ C^ (50MHz, CDCI3) de AF29
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FIGURA 21 -  Espectro de APT (75,5MHz, C D C I 3 ). Continua
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FIGURA 22 - Espectro HETCOR AF29. Continua
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FIGURA 22 - Espectro HETCOR AF29
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FIGURA 23 - Espectro HETCOR LR AF29
No espectro de RMN-^^C/APT (fig. 20 e 21) observam-se sinais em 217,8 e 218,9 
ppm referentes às carbonilas. Os carbonos olefínicos são encontrados em 121,2 e 152,8 
ppm para o correspondente oleanano e 124,8 e 146,1 ppm para o ursano, sendo possível 
também identificar dezesseis carbonos metílicos, doze metínicos, dezessete carbonos 
metilênicos, quinze quaternários. A atribuição desses sinais foi apoiada em experimentos 
de correlação heteronuclear (HETCOR) e heteronuclear a longa distância (HETCOR LR) 
(figs. 22 e 23 e tabs. 5 e 6 ).
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TABELA 5 - Valores de deslocamento químico (Ô) em ppm para RMN de AF29 oleanano e 
dados da literatura para os compostos 3p, 1 la-OH-P-amirina 3 oxo, 28-COOMe-P-amirina 
e 3-oxo-l la-OH-olea-12-eno
Carbono n^ AF29
oleanano
TT,
3p, lla-O H  
P-amirina
TT,
3 -0 X 0 ,  28-COOMe 
P-amirina
3-0X0-lla-OH 
oIea-12-eno
APT TT,
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30 
solvente
MHz
40.3
34.3
217.8
47.7
55.3
19.7 
32,6
43.2
48.5
37.5 
82,0
121.2
152.8 
42,3
27.9
26.6
33.0
47.0 
46,7
31.1
34.6
36.9
26.9
21.5 
18,0 
16,23
24.7
28.5
33.2
23.6
CHz
CH2
C
C
CH
CH2
CH2
C
CH
C
CH
CH
C
C
CH2
CH2
C
CH
CH2
C
CH2
CH2
CH3
CHs
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
CDCI3
7^5
39,5
27.4
78.7
39.0
55.1
18.4
32.9
4 3 3
49.7
37.9
81.7 
121,2
153.2
41.8
26.4
27.4 
32,3
46.9
46.9
31.2
34.7
37.0
28.0
15.5
18.3
16.8
24.7
28.5
33.3
23.7 
CDCI3 
100,6
39.1
34.1
217.6
47.4
5 5 3
19.6
32.2
39.3
46.0
36.7
23.0 
122,1
143.8
41.8
27.7
23.5
46.7
41.4
45.8
30.6
33.8
32.3
26.4
21.4
14.9
16.7
25.8
33.0 
23,6
CDCI3
41.1
32.8
217.4
47.4
54.9
19.7
32.8
41.9
55.5
37.6
67.9 
125,5
149.0
43.2
26.4
26.0
32.3
46.7
46.3
31.0
34.6
36.8
26.7
21.5 
16,2
17.9
26.1
28.4 
33,0
23.6 
CDCI3
NOTA; dados em negrito são os dados comparáveis ao AF29oleanano
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SP, lla-OH-P-amirina 3 -0 X 0 ,28-COOMe-P-amirina
3-0X0, 11-OH-olea-12-eno 3-oxo-l la-OH-olea-12-eno
FIGURA 24 -  Estrutura química dos compostos comparados na tabela 5
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TABELA 6 - Valores de deslocamento químico (ô) em ppm para RMN de AF29 
ursano e dados da literatura para os compostos 3-oxo, 28-COOMe-metilursonato 3 - 
0X0, lla-OH-ursa-12-enoe ácido 3-oxo, lip-OH-ursa-12-eno-28-óico
Carbono n° AF29
ursano
-AEL
3-oxo,28-COOMe
metilursonato
3-0X0, lla-O H  
ursa-12-eno
TT,
3-0X0, llp-O H  
ursa-12-eno-2 8-óico
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30 
solvente
MHz
40,1 CH2
34.6 CH2
218.0 C
47.6 C 
55,26 CH
19.7 CH2
32.4 CH2
43.0 C
47.8 CH
37.4 C
81.8 CH
124.8 CH 
146,1 C
42.0 C 
27,9 CH2
26.3 CH2
33.7 C
58.7 CH
39.4 CH 
39,35 CH
31.1 CH2
41.3 CH2
26.5 CH3
21.4 CHs
18.1 CHs
16.2 CH3 
22,0 CH3
28.4 CH3
17.5 CH3
21.3 CH3 
CDCI3
75,5 MHz
39.4 
34,2 
217,8
47.4
55.4
19.7
32.6
39.1
46.8
36.6
23.6
125.4
138.4
42.2 
28,1
24.3
48.2
53.0
39.0
38.9
30.7
36.7 
26,6
21.5
15.2
16.9
23.5
178.0
17.1
21.2 
CDCI3
41,4
34.3
217.6 
47,7
55.6
19.7
3 3 3
37.6
54.4
43.1
68.7
129.0
142.8
42.5
28.0
26.6
33.8 
58,5
39.4
39.5
31.1 
41,3
26.9
21.2 
16,2
17.5
23.0 
28,7
18.0
21.5 
CDCI3
41.2
33.4
205.0
40.8
54.7
20.5
29.7
31.9
45.7
43.2
74.6 
123^ 
144,4
38.1
27.9
26.2
34.1
59.0 
39,5
39.7
31.1
49.2
28.8
21.1
17.2
17.3
22.9
171.3
17.9 
27,1
CDCI3
NOTA: dados em negrito são os dados comparáveis ao AF29-oleanano
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30
3 -0X0, 28-COOMe-metilursonato
30
30
3 - 0X0, 1 la-OH-ursa-12-eno
30
3 - 0X0, 11 -OH-ursa-12-eno (AF29-ursano) 3-oxo, 11P-OH ursa-12-eno-28-óico
FIGURA 25 -  Estrutura química dos compostos comparados na tabela 6
Assim como para a mistura de a  e p-amirina, esta mistura de triterpenos oleananos 
12-ene e ursanos 12-ene pode ser distinguida por inspeção da ressonância dos carbonos 
olefínicos. Observando-se as tabs. 5 e 6 , C-12 é desblindado cerca de 2 ppm (124,8 ppm) 
e C13 (146,1 ppm) é blindado cerca de 6  ppm em AF29-ursano, em comparação com o 
carbono correpondente em AF29-oleanano (121,2 e 152,8 ppm respectivamente). Como
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não há dados na hteratura sobre os compostos foi necessária comparação de partes 
semelhantes da estruturas de outros compostos (figs. 24 e 25 e tabs. 5 e 6 ).
TABELA 7 -  Comparação dos dados de RMN ’^ C e RMN 'H nas posições 11, 12, 13 e 9 dos 
compostos AF29 oleanano e ursano e seus epímeros 3-oxo,llaOH-olea-12-ene 
0X0,1 laOH-ursa-12-eno
89
90
e 3-
C eH
n°
3 - 0X0, 11 pOH-olea-12-eno 
AF29 oleanano
3 - 0X0, 1 laOH-olea-12-eno
C/H-11 82,0/4,59 dd (9,4+2,8) 67,9/4,14 dd (8,0+3,8)
C/H-12 121,2/5,45 d (2,8) 125,5/5,23 d (3,8)
C-13 152,8 149,0
C/H-9 48,5/2,0 d (9,4) 55,5
3-oxo,l ipOH-ursa-12-eno 
AF29 ursano
3 - 0X0, 1 laOH-ursa-12-eno
C/H-11 81,8/4,56 dd (9,4+3,0) 68,7/4,30 dd (10+2,8)
C/H-12 124,8/5,38 d (3,0) 129,0/5,19 d (2,8)
C-13 146,1 142,8
C/H-9 47,7/2,0 d (9,4) 55,6
Comparando-se os dados acima (tab. 7), verifíca-se que o carbono e o próton na 
posição 11 dos compostos AF29 oleanano e AF29 ursano apresentam diferentes dados se 
comparados com as respectivas estruturas dos compostos que possuem a hidroxila em 
posição a  (3-oxo,l laOH-olea-12-eno e 3-oxo, 1 laOH-ursa-12-eno), sugerindo que os 
compostos AF29 oleanano e AF29 ursano apresentam conformação P para a hidroxila no 
carbono em posição 11.Também os dados das posições 12/13/9 são influenciados por essa 
diferença na posição da hidroxila, propondo-se que estes são epímeros dos compostos 
AF29 oleanano e AF29 ursano.
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FIGURA 26 - Espectro de MS de AF29
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FIGURA 27 -  Fragmentação proposta para AF29
Observando-se o espectro de massas (fíg. 26), pode-se propor os principais 
fragmentos (fíg. 27). Os fragmentos do respectivo AF29 oleanano foram omitidos devido 
a similaridade. O compostos apresentam fragmentação característica dos compostos da 
classes dos ursanos e oleananos insaturados no C-12  descrita com uma Retro-Diels-Alder 
(RDA) no anel C
Pode-se verifícar também a presença do pico do íon estabilizado por ressonância 
característico de cetona cíclica em m/z = 55 devido rearranjo do hidrogênio ligado ao 
carbono adjacente a carbonila
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5.1.4. Composto CBF25
As frações de 59 a 73 da coluna cromatográfíca do extrato etéreo mostraram um 
perfil cromatográfico similar por CCD e foram então agrupadas. Esse material foi 
cromatografado em coluna de silica gel denominada de coluna B, desta coluna foi 
encontrado um sólido incolor denominado CB25 com um rendimento de 0,0586% em 
relação à casca resinosa de Protium kleinii.
Pôde-se concluir, após análise de dados espectrais (RMN-H^ e RMN-C^^), que o 
composto CB25 é 3-oxo-l l,16-diol-urs-12-eno (fíg.28).
FIGURA 28 - Estrutura química do 3-oxo-l 1,16-diol-urs-12-eno
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FIGURA 29 - Espectro de RMN-^H (300 MHz, CDCI3) do CBF25
No espectro de RMN-^H (fíg. 29) pode-se observar um dublete em 5,44ppm 
referente ao próton olefínico ligado ao C-12, duplo dublete em 4,59ppm do próton ligado 
ao C-11, e duplo dublete em 4,25ppm referente ao próton ligado ao C-16. Na região entre
1,3 e 2,6ppm se encontram os sinais dos metilenos e metinos e entre 0,5 e l,3ppm os 
sinais das metilas.
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FIGURA 30 - Espectro de RMN-*^C (50 MHz, CDCI3) do CBF25
FIGURA 31 - Espectro de DEPT (50 MHz, CDCI3 ) do CBF25
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FIGURA 32 - Espectro de HETCOR (75 MHz, C D C I 3 )  do CBF25. Continua
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FIGURA 32 - Espectro de HETCOR (75 MHz, CD CI3) do CBF25
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FIGURA 33 -  Espectro de INEPT seletivo (75 MHz, CDCI3 ) do CB25
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No espectro de RMN-‘^ C/DEPT (fíg. 30 e 31) observa-se um sinai em 217,9ppm 
referente a carbonila, os carbonos olefínicos são encontrados em 125,4 e 144,2ppm 
característico da classe dos ursanos. Outra característica que possibilitou a elucidação 
desta estrutura foi a identifícação de oito carbonos metílicos e metínicos e sete carbonos 
metilênicos e quaternários, a atribução desses sinais foi apoiada em experimentos de 
correlação heteronuclear (HETCOR) (fíg. 32 e tab. 9) e conectividade a longa distância 
(INEPT) (fíg. 33 e tab. 8)
TABELA 8 -  Atribuições do INEPT seletivo do CB25
Próton
Irradiado
INEPT 
ô (n° C) J
1,24 (Me-27) 44,2 (C-14)j" + 35,8 (C-15)J"
5,44 (H-12) 44,2 (C-14)J^
4,59 (H-11) 144,2 (C-13)
1,08 (Me-24) 47,6 (C-4) f
0,79 (Me-28) 38,5 (C-17)J^
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TABELA 9 - Correlação entre C x H do espectro HETCOR do CB25 e DEPT
n° do carbono 6 C (ppm) ô H (ppm) DEPT
1 40,3 2,4 e 1,7 CH2
2 35 2,05 CH2
3 217,9 - C
4 47,6 - C
5 55,2 - CH
6 19,6 1,55 CH2
7 33,0 0,89 CH2
8 43,2 - C
9 47,2 1,99 CH
10 37,3 C
11 81,7 4,59 CH
12 125,4 5,44 CH
13 144,2 - C
14 44,2 - C
15 35,8 2,45 CH2
16 66,7 4,25 CH
17 38,5 - C
18 60,3 1,67 CH
19 39,4 1,32* CH
20 39,2 1,32* CH
21 30,4 - CH2
22 34,2 1,08* CH2
23 26,0 1,08* CH3
24 21,4 0,91* CH3
25 18,0 1,09* CH3
26 16,2 1,12 CH3
27 23,2 1,15 CH3
28 21,9 0,79 CH3
29 17,7 1,07* CH3
30 21,2 0,91* CH3
NOTA: valores seguidos de * podem estar trocados
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TABELA 10 - Valores de deslocamentos químicos (ô) em ppm de RMN-*^C para o 
composto CBF25 e AF29 (3-ceto, 1 l-OH-ursa-12-eno) (seção 5.1.3) e dados da literatura 
para 3p, 16P-OH-maniladiol breína ^^(3p-16p-diol-ursa-12-eno) e 3-oxo, 28-COOMe, 
metilursolato
Carbono n ‘ CBF25 AF29 3p,16p-OH Breína 3oxo,28-COOMe 
ursano maniladiol metilursolato
1
2
3
4
56
78
9
10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25
26
27
28
29
30
solvente 
J^ ÍH z____
40,3
35.0 
217.9
47.6
55.2
19.6
33.0
43.2
47.2
37.3
81.7 
125.4 
1442
44.2
35.8
66.7 
38.5
60.3
39.4
39.2
30.4
34.2
26.9
21.4
18.0
16.3
23.3 
22,0
17.7 
21.2
CDCI3
40.1
34.6 
218.0
47.6 
55.26
19.7
32.4
43.0
47.8
37.4
81.8 
124.8
146.1
42.0 
27.9
26.3
33.7
58.7
39.4 
39.35
31.1
41.3
26.5
21.4
18.1 
16.2 
22,0
28.4
17.5 
21.3
CDCI3 
75 5
38.5
27.1 
78.8
38.7
55.1
18.2
32.6
39.8
46.8
37.2
23.4
122.2
143.4
43.7
35.5
65.9
36.8
49.0
46.5
30.8
34.1
30.5 
28.0
15.4
15.3
16.7
27.0
21.3
33.1
23.8 
CDCI3 
90.56
NOTA: em negrito dados comparáveis com CBF25
38.75 
27.2
78.94
38.75
55.16 
18.29 
32.88
40.01
46.95 
36.81
23.34 
125.07 
137.94
44.02
35.93 
67.00 
38.52 
60.68
39.51 
39.46
30.51
35.17 
28.09 
15.59 
15.68 
16.85
24.5
21.93
17.6
21.34 
CDCI3
- 10.0....
39.4 
34.2 
217.8
47.4
55.4
19.7
32.6
39.1
46.8
36.6
23.6
125.4
138.4
42.2 
28.1
24.3
48.2
53.0
39.0
38.9
30.7
36.7 
26.6
21.5
15.2
16.9
23.5
178.0
17.1
21.2 
CDCI3
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FIGURA 34 - Estrutura química dos compostos comparados na tabela 9
Resultados e discussão 67
Os resultados obtidos através de análise espectroscópica sugerem que CBF25 
corresponde ao composto 3-oxo-l 1,16-diol-urs-l2-eno. Como este composto é inédito na 
literatura, foi necessário comparação dos dados espectrais com outros compostos com 
estruturas semelhantes (tab. 9 e fíg. 34). A presença do efeito y (proteção) no C-28 é um 
indicativo da conformação p para a hidroxila no C-16, quando comparados a esqueletos 
semelhantes sem a presença da hidroxila nesta posição. Além disso estruturas semelhantes 
com C-16 ligada a hidroxila em conformação P como a breína apresentam 
deslocamentos químicos semelhantes (cerca de 67 ppm), o que sugere a conformação p 
para a hidroxila no C-16. A conformação da hidroxila no C-11 pode ser comparada àquela 
presente no composto AF29-ursano pois apresentam deslocamentos químicos semelhantes 
(cerca de 82 ppm) sendo sugerida a conformação p (ver seção 5.1.3). Assim o composto 
CB25 corresponderia a 3-oxo-l lp-16p-diol-ursa-12-eno.
FIGURA 35 - Espectro de Massas do CBF 25
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FIGURA 36 - Fragmentação proposta para CBF25
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Através da análise do espectro de massas (fíg. 35) pode-se propor os principais 
fragmentos (fíg. 36), sendo que a fragmentação mais característica de todos os compostos 
da classes dos ursanos e oleananos insaturados no C-12 pode ser descrita com uma Retro- 
Diels-Alder no anel C Pode-se verifícar a presença do pico do íon estabilizado por 
ressonância característico de cetona cíclica em m/z = 55  devido ao rearranjo do 
hidrogênio ligado ao carbono adjacente à carbonila
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5. 2. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
5.2.1. Extratos
Os três extratos (etéreo, hexânico e clorofórmico) foram submetidos à avaliação 
farmacológica a fim de verificar a atividade antinociceptiva dos mesmos, utilizando para 
tal o teste da formalina em camundongos (graf 1).
GRÁFICO 1 - Efeito antinociceptivo causado pelo extrato etéreo administrado por via 
oral em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção induzida pela 
formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ± E.P.M. de 6 - 
8 animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), ** p < 0,01
B
180-
Extrato Extrato Extrato
Clorofórmico Hexânico ' Etéreo
□z
C Extrato Extrato Extrato
Clorofórmico Hexânico Etéreo
Através dos resultados obtidos (gráf 1), observa-se que o extrato etéreo 
(lOOmg/kg, v.o.) foi capaz de inibir o teste da formalina tanto na primeira (neurogênica) 
quanto na segunda fase (inflamatória) do teste, com inibições máximas de 74  ± 5 % e 71 
± 7 % respectivamente. No entanto, os extratos hexânico e clorofórmico (100 mg/kg, 
v.o.) não foram capazes de inibir a nocicepção induzida pela formalina.
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5.2.2. Extrato etéreo
Para investigar de forma mais completa a atividade antinociceptiva do extrato 
etéreo, foram utilizados os testes de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético 
(gráf 2), pelo teste da formalina (gráf 3) e pelo teste da capsaicina (gráf 4) em 
camundongos.
GRÁFICO 2 - Efeito antinociceptivo causado pelo extrato etéreo administrado por via 
intraperitoneal em relação as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em 
camundongos. As colunas representam os valores da média ± E.P.M. de 6-8  animais. 
Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), ** p < 0,01
40 n
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Extrato etéreo de Protium kleinii (mg/kg, i.p.)
GRÁFICO 3 - Efeito antinociceptivo causado pelo extrato etéreo administrado por via 
intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ± 
E.P.M. de 6-8  animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), * 
p< 0,05, * * p <  0,01
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GRÁFICO 4 - Efeito antinociceptivo causado pelo extrato etéreo administrado por via 
intraperitoneal em relação à nocicepção induzida pela capsaicina em camundongos. As 
colunas representam os valores da média ± E.P.M. de 6-8  animais. Difere 
significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), ** p < 0,01
0 
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O extrato etéreo causou inibição dose-dependente das contorções abdominais 
induzidas pela injeção de ácido acético (gráf 2 ) em camundongos com inibição máxima 
de 87 ± 5 % e DI50 de 1,1 (0,4-3,1) mg/kg . O extrato etéreo foi capaz de inibir ambas as 
fases da nocicepção induzida pela formalina (gráf 3), sendo contudo mais efetivo em 
relação á segunda fase desse modelo. As inibições máximas foram : 3 3 ± 7  e 7 0 ±  3 % e  
as DI50 foram: > 60 e 15,4 (8,9-26,8) mg/kg. Além disso o tratamento dos animais com 0 
extrato etéreo causou inibição dose-dependente da nocicepção causada pela capsaicina 
(gráf 4) com inibição máxima de 73 ± 4 % e DI50 de 6,2 (4,5-8,5) mg/kg
Com o objetivo de se avaliar a contribuição dos compostos isolados sobre a 
atividade antinociceptiva do extrato etéreo, foi utilizado o modelo de teste da formalina 
para os compostos isolados.
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5.2.3. Composto EEF2132 (a-amirina e P-amirina)
GRÁFICO 5 - Efeito antinociceptivo causado pela mistura de a,P-amirina administrado 
por via intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ± 
E.P.M. de 6-8  animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), 
**p< 0 ,0 1 .
ü
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A a-amirina e a P-amirina são dois triterpenos conhecidos por exercerem ação 
antiinflamatória
Como demonstra o gráfico 5, a mistura dos compostos a-amirina e P-amirina 
causou inibição dose-dependente em ambas as fases do teste da formalina, sendo contudo 
esta inibição mais efetiva na segunda fase do teste em relação a primeira, o que condiz 
com os resultados preliminares que já haviam sido relatados por nosso grupo de pesquisa 
As inibições máximas foram: 45 ± 6 e 99 ± 1% e as DI50 foram: >10 e 0,16 (0,07-0,37) 
mg/kg para a primeira e segunda fase respectivamente.
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5.2.4. Composto EEF8183 (breína)
GRÁFICO 6 - Efeito antinociceptivo causado pela breína administrada por via 
intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ± 
E.P.M. de 6-8  animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), * 
p<0,05, **p<0,01. I
10 30 100
breína ( mg/kg, i.p.)
C  10 30 100
breína ( mg/kg, i.p.)
Conforme o gráfico 6  os resultados demonstram que a breína causou inibição dose 
dependente sobre ambas as fases da formalina. As inibições máximas foram: 65 ± 2 e 90 
± 5% e as DI50 foram: 22,7 (8,9-57,9) e 27,2 (10,7-69,1) mg/kg para a primeira e segunda 
fase respectivamente
A breína também apresentou atividade anti-inflamatória frente a \l-0 -  
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) -  indutor de inflamação em camundongos segundo 
consta na literatura
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5.2.5. Composto CB25 (3-oxo-l 1,16-diol-ursa-l2-eno)
GRÁFICO 7 - Efeito antinociceptivo causado por CB25 administrado por via 
intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ±
E.P.M. de 6-8  animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia), * 
p<0,05, **p<0,01. ,
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Como demonstra o gráfico 7, o composto CB25 causou inibição sobre ambas as 
fases do teste da formalina, apresentando inibição dose-dependente apenas na segunda 
fase deste modelo. As inibições máximas foram: 44 ± 13 e 78 ± 12% e aDIso na segunda 
fase: 26,9 (12,5-58,1) mg/kg para a primeira e segunda fase respectivamente.
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5.2.6. Composto AF29 (3-ceto, 1 l-OH-ursa-12-eno e 3-ceto, 1 l-OH-olea-12-eno)
GRÁFICO 8 - Efeito antinociceptivo causado por AF29 administrado por via 
intraperitoneal em relação à primeira fase (A) e à segunda fase (B) da nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos . As colunas representam os valores da média ± 
E.P.M. de 6-8  animais. Difere significativamente do grupo controle (C, coluna cheia)
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Conforme gráfico 8 , o composto AF29 demonstrou inibição sobre ambas as fases 
da dor induzida pela formalina. As inibições máximas foram; 54 ± 7 e 66  ± 12% para a 
primeira e segunda fase respectivamente e a DI50 na segunda fase; 53,5  (37,68-76,1) 
mg/kg.
5.2.7. Avaliação da participação dos compostos no atividade antinociceptiva do extrato 
etéreo
Para avaliar a participação dos compostos a  e p-amirina (EEF2132), breína 
(EEF8183), 3-oxo-l 1,16-diol-ursa-l 2-eno (CBF 25) e a mistura dos compostos 3-ceto, 
11-OH-ursa-12-eno e 3-ceto, 11-OH-olea-12-eno (AF 29) isolados do extrato etéreo, foi 
utilizado o teste da formalina em camundongos, cujos resultados apresentados na tabela 9 
demonstram as inibições máximas e as DIjos.
Todos os compostos foram eficazes tanto na primeira fase (dor neurogênica) 
quanto na segunda fase (dor inflamatória) do modelo da formalina. No entanto o 
composto breína e a mistura dos compostos a,p-amirina foram capazes de inibir de 
forma dose-dependente ambas as fases do teste da formalina (gráf 5 e 6 ).
Ao contrário dos analgésicos usados como referência (aspirina e paracetamol) 
todos os compostos isolados e o extrato etéreo de P. kleinii foram capazes de inibir a 
primeira fase (dor neurogênica) da formalina. Além disso, a mistura de a,P-amirina e a 
breína foram mais eficazes que os fármacos de referência utilizados.
Os resultados apresentados confirmam a contribuição destes compostos para a 
atividade antinociceptiva apresentada pelo extrato etéreo.
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TABELA 11 -  Efeitos dos compostos isolados do extrato etéreo da Protium kleinii, 
aspirina e paracetamol administrados intraperitonealmente no modelo da nocicepção 
induzoda pela formalina
Formalina
Primeira Fase Segunda Fase
DIso (mg/kg) IM(%) DIso (mg/kg) IM (%)
Extrato etéreo >60 33 ±7 15,4 (8,9-26,8) 70 ±3
Breína 22,7 (8,9-57,9) 65 ±2 27,2 (10.7-69,1) 90 ±5
CBF 25 nd 44± 13 26,9 (12,5-58,1) 78±12
AF29 nd 54 ±7 53,5 (37,6-76,1) 66 ± 1 2
a,P-amirina > 1 0 45 ± 6 0,16 (0,07-0,37) 99 ±1
Paracetamol ne ne 22,1 (13,8-37,6) 88 + 3
Aspirina ne ne 18,1 (13,6-24,3) 85 ±4
NOTA: nd = não determinado
ne = não efetivo
6 . CONCLUSÕES
O estudo fítoquímico da casca resinosa da Protium kleinii levou ao isolamento e 
identifícação de seis compostos pertencentes à classe dos triterpenos pentacíclicos. 
Dos seis compostos identificados, três são inéditos na literatura.
A aplicação de métodos espectroscópicos e cromatográficos usuais possibilitou 
a identificação, por comparação com dados da literatura, dos triterpenos breína e a  e 
(3-amirina, sendo os últimos componentes majoritários do extrato etéreo de P. kleinii.
Os demais compostos identificados, 3-oxo, 11,16-diol-ursa-l 2-eno, 3-ceto-ll- 
OH-ursa-12-eno e 3-ceto-l 1-OH-olea-12-eno são inéditos na literatura e foi possível a 
determinação estrutural através de comparação dos dados da literatura de outros 
compostos de estruturas semelhantes e aplicação de técnicas espectroscópicas mais 
específicos.
O extratos etéreo e os compostos obtidos da casca resinosa de P. kleinii 
exerceram importantes efeitos antinociceptivos em camundongos.
O extrato etéreo e os compostos breína e a  e P-amirina foram mais eficazes do 
que a aspirina e 0 acetaminofeno (paracetamol), dois fármacos muito utilizados 
clinicamente como analgésicos.
Os testes farmacológicos demonstraram marcante e dose-dependente atividade 
antinociceptiva do extrato etéreo de P. kleinii.
Todos os triterpenos isolados parecem contribuir para o efeito antinociceptivo 
do extrato, no entanto destaca-se o efeito da mistura dos triterpenos a  e P amirina, 
encontrados em quantidade majoritária no extrato de P. kleinii e com atividade 
antinociceptiva maior que os outros compostos isolados e que os próprios fármacos 
utilizados como referência, sugerindo que estes são os principais responsáveis pela 
atividade antinociceptiva do extrato.
Diante dos promissores resultados químicos e farmacológicos obtidos com a 
planta P. kleinii e do alto rendimento da mistura de triterpenos a  e P-amirina, sugere-
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se a continuidade destas investigações para melhor avaliação de seu efeito 
antinociceptivo e seus possíveis efeitos tóxicos.
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Abstract
This study investigates the antinociception caiised by i.p. and p.o. administration o f ether fraction 
and the triterpene identified as xirs-12-ene-33-16p-dioi, known as Brein, isolated irom Protium kleinii 
in several models o f  nociception in mice. The systemic administration o f ether fraction (0.3 to 10 mg/kg,
i.p. or 3 to 60 mg/kg, p.o.) caused a dose-related antinociception when assessed against acetic acid- 
induced writhing, with mean IDjo values o f  1.2 and 16.4 m g^g, respectively. The ether fraction (5 to 
60 mg/kg, i.p. or 30 to 300 mg/kg, p.o.) also produced dose-related inhibition o f  both phases o f  forma­
lin induced licking. The mean IDjo, values for the early phase were >  60.0 and 62.1 mg/kg, while for 
the late phase they were 15.4 and 60.0 mg/kg, respectively, given by i.p. and p.o. routes. The ether 
fraction (3 to 30 mg/kg, i.p. or 10 to 100 mg/kg, p.o.) produced significant inhibition o f the nexirogenic 
nociception caused by topical injection o f capsaicin, with mean IDjo values o f  6.2 and 16.0 mg/kg, 
respectively. Given orally (1 to 30 mg/kg) the ether fraction produced graded and pronounced inhibi­
tion o f  glutamate-induced hyperalgesia in mice with a mean ID50 value o f  15.2 mg/kg. In contrast, the 
ether fraction failed to produce antinociception when assessed in the thermal model o f  pain, the tail 
flick and hot plate tests. The antinociception caused by the ether fraction, in contrast to that o f  mor­
phine, was not reversed by naloxone when assessed in the formalin-induced licking. The ether fraction 
did not affect motor coordination or the core body temperature in mices .The triterpene Brein isolated 
fix)m P. kleinii, given by i.p. route (10 to 100 m g^g) produced dose-related mhibition o f  both phases 
o f  formalin induced-licking, with mean IDjqs values o f  15.3 and 20.6 for the early and the late phases, 
respectively. These data show that the active principle(s) present in the ether fraction from the resin o f
* Corresponding author. Tel.: (5548) 3319491,3319764; fax: (5548) 2224164. 
E-mail address: calixto@farmaco.ufsc.br (J.B. Calixto)
0024-3205/01/$ -  see front matter © 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved. 
P II: S 0 0 2 4 -3 2 0 5 (0 1 )0 1 3 1 0 -8
P. kleinii elicited pronounced antinociception when assessed by i.p. or p.o routes, against both inflam­
matory and neurogenic nociception. Such effects seem, at least in part, to be related to the presence 
o f  the triterpene Brein in the extract. The mechanisms responsible for the antinociceptive action are 
at this moment not completely understood, but the involvement o f  the opioid pathway seems 
imlikely. © 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
Keywords: Protium kleinii', Triterpene; Brein; Antinociception; Acetic acid test; Formalin test; Capsaicin test; 
Glutamate test; Hot-plate test; Tail-flick test
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Introduction
The species o f the genus Protium (Burseraceae) are known for the production o f oleoresin 
exudates that occur as a result o f  insect stings, broken branches, or other acts injurious to 
their bark [1]. Among the reported medicinal uses o f these plants are their uses for the man­
agement o f certain inflammatory conditions [2]. The resins and leaves o f the Protium species 
are also commonly used in folk medicine in Brazil for the healing o f ulcers and as an anti­
inflammatory agent [3]. Phytochemical analysis carried with some o f  the species o f the genus 
Protium have revealed the presence o f lignans [1, 4], monoterpenes and sesquiterpenes [5]. 
Previous pharmacological studies carried out with the extract and with the resins o f Protium 
species have revealed an immunostimulant [6 ] and anti-inflammatory properties [2]. Further­
more, an anti-inflammatory action for the essential oils fi"om the leaves and resin o f species 
o f Protium has also been reported [5].
The present study was aimed at evaluating the possible antinociceptive action o f ether 
fraction on chemical and thermal models o f nociception and on the hj^eralgesia caused by 
intrathecal injection o f glutamate in mice. Furthermore, the isolation, chemical identification 
and preliminary pharmacological evaluation of the triterpene urs-12-ene-3p-163-diol, known 
as Brein, isolated fi'om this plant, are also reported.
Methods
Preparation o f  the ether fraction and isolation o f  the active compound
Botanical material was collected in January 1999, at Morro do Bau, Hhota city, state o f  
Santa Catarina, Brazil, and was classified by Prof. Ademir Reis (Departament o f Botany, 
Federal University o f  Santa Catarina, Florianópolis, SC, Brazil). A  voucher specimen o f P. 
kleinii (number VC Filho 22) was deposited in the “Herbarium Barbosa Rodrigues” (Itajai-SC). 
The resinous bark o f P. kleinii (50 g) was powdered and extracted with diethylic ether in the 
proportion o f 1:10 (w/v), being stirred and macerated at room temperature (21 ±  3°C) for 
approximately two weeks. The solvent was fully evaporated under reduced pressure and the 
extract (33.42 g) was chromatographed (14.42 g) on a silica gel column eluted successively 
witii hexane, hexane-ethyl acetate, ethyl acetate, ethyl acetate-methanol, methanol and water, 
respectively. The fraction eluted with hexane-ethyl acetate 1:1 gave a crystalline solid (120 mg), 
which was identified as being the triterpene urs-12-ene-3p-16p-diol (Brein) on basis o f its 
spectral data. The ’H- and '^C-NMR data are in agreement with those reported in the literature [7].
Pharmacological procedures 
Animals
Male Swiss mice (25-35 g), housed at 22 ±  T C  temperature under a 12-h light / 12-h dark 
cycle and with access to food and water ad  libitum, were used. Experiments were performed 
during the light phase o f the cycle. The animals were allowed to adapt to the laboratory for at 
least 2 h before testing and were used only once. Experiments reported in this study were car­
ried out in accordance with cxirrent ethical guidelines for the investigation of experimental 
pain in conscious animals [8 ].
Abdominal constriction induced by acetic acid
The abdominal constriction induced by intraperitoneal injection o f  dilute acetic acid 
(0.6%) was carried out according to previously described procedxires [9]. Animals were pre­
treated with ether fraction given i.p. (0.3-10 mg/kg) or p.o. (3-60 mg/kg) 30 and 60 min before 
testing, respectively. The control group received the same volume o f  0.9% NaCl (10ml /  kg). 
After challenge, pairs o f mice were placed in separate boxes and the number of abdominal 
constrictions was cumulatively counted over a period o f 2 0  min.
Formalin test
The procedure used was essentially similar to that described previously [10]. Twenty 
microliters o f 2.5% formalin solution (0.92% of formaldehyde), made up in PBS (NaCl 137 
mM, KCl 2.7 mM and phosphate buffer, 10 mM), were injected intraplantarly under the 
surface o f  the right hindpaw. Animals were treated with ether fraction or vehicle (10 ml/kg), 
by i.p.(5-60 mg/kg) or p.o.(30-300 mg/kg) routes, 0.5 and 1 h before formalin mjection, 
respectively. The compound urs-12-ene-3|3-163-diol was injected by i.p. (10-100 mg/kg) 
route 30 min before formalin injection. After intraplantar injection of formalin, the animals 
were immediately placed in a glass cylinder 2 0  cm in diameter and the time spent licking 
the injected paw was measured with a chronometer, this time being considered as indica­
tive o f nociception. To investigate the possible antiedematogenic activity o f the compound, 
at the end o f all experiments the animals were sacrified by cervical dislocation 30 min after 
formalin injection, and the paw was cut at the ankle joint and weighed on an analytical bal­
ance [11]. To investigate the participation o f the opioid system in the antinociceptive effect 
o f ether fraction, animals were pre-treated with naloxone (an non-selective opioid antagonist, 
5 mg/kg, i.p.), 15 min before the administration o f ether flection (60 mg/kg, i.p.), morphine 
(5 mg/kg, s.c.) or saline (0.9% NaCl solution, 10 ml/kg, i.p.). The other groups o f ani­
mals received only ether fraction, morphine, naloxone or saline 30 min before the formalin 
injection.
Capsaicin-test
The procedure used was similar to that described previously [11,12]. Before testing, the 
animals were placed individually in transparent glass cylinders 2 0  cm in diameter, serving as 
observation chambers. Following the adaptation period, 20 |xl o f capsaicin (1 .6  |xg/paw made 
in PBS) was injected under the skin o f  the dorsal siirface o f  the right hindpaw. Animals were 
observed individually for 5 min after capsaicin injection. The amount o f  time spent licking 
the injected paw was measured on a chronometer and was considered indicative of nociception.
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Animals were treated with injection o f either vehicle (10 ml/kg) or ether fraction by i.p.(3-30 
mg/kg) or p.o. (10-100 mg/kg) routes, 0.5 or Ih before capsaicin injection, respectively.
Glutamate-induced thermal hyperalgesia
To test the hypothesis o f  whether or not the excitatory amino acids were involved in the 
ether fraction antinociception, we assessed the effect o f ether fraction on the hyperalgesic re­
sponse caused by spinally administered glutamate ( 1 0 0  nmol/site, i.t.) in mice, and assessed 
in the hot plate test as described by Ferreira et al [13]. Control animals received saline solu­
tion (10 ml/kg) and other mice were pre-treated with ether fraction by i.p. (30-300 mg/kg, 30 
min prior) or p.o. (1-30 mg/kg, Ih prior) routes. The response to the thermal stimuli was 
measured on the hot-plate apparatus (Ugo Basile, model-DS 37) maintained at 50 ±  1 °C as 
described. The maximal hyperalgesic response caused by i.t. injection o f glutamate was ob­
served at 5 min after the injection, and time was used in all future experiments. A cut-oflF o f  
30 s was used for the hot plate. The maximal possible effect (MPE) o f glutamate-induced 
hyperalgesia was calculated as follows:
Postdrug -  predrug 
"/«MPE =  3 0 -p r e d m g  X 100 (1)
Hot-plate test
The hot-plate test was used to measure the response latencies according to the method 
described previously [14], with minor modifications. In these experiments, the hot-plate 
(Ugo Basile, model-DS 37) was maintained at 56 ±  1 °C. Animals were placed into a glass 
cylinder o f 24 cm diameter on the heated surface, and the time between placement and shaking 
or licking o f the paws or jumping was recorded as the index of response latency. An auto­
matic 30-s cut-off was used to prevent tissue damage. Each animal was tested before admin­
istration o f  drugs in order to obtain the baseline. Control animals (0.9% NaCl solution, 10 ml/kg, 
i.p.), or mice pre-treated with ether fraction (100 mg/kg, i.p.) 30 min earlier, were placed into 
a glass cylinder o f 24-cm diameter on the heated surface. Other groups o f animals were 
treated with morphine (10 mg/kg, s.c., 30 min prior).
Tail-flick test
A radiant heat tail-fiick analgesiometer was used to measure response latencies accord­
ing to the method described previously [15], with minor modifications. Animals responded 
to a focused heat stimulus by flicking or removing their tail, exposing a photocell in the 
apparatus immediately below it. The reaction time was recorded for control mice (0.9% 
NaCl solution, 10 ml/kg, i.p.) and for animals pre-treated 30 min before with ether fraction 
(100 mg/kg, i.p.) or with morphine (10 mg/kg, s.c.). An automatic 20 s cut-off was used to 
minimize tissue damage. Animals were selected 24 h previously on the basis o f their reac­
tivity in the test. To determine the baseline, each animal was tested before administration 
o f drugs.
Measurement o f  motor performance
In order to evaluate the possible non-specific muscle relaxant or sedative effects o f ether 
fraction, mice were tested on the rota-rod [16]. The apparatus consisted o f  a bar with a diam­
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eter o f 2.5 cm, subdivided into six compartments by disks 25 cm in diameter (Ugo Basile, 
Model 7600). The bar rotated at a constant speed o f  22 revolutions per minute. The animals 
were selected 24 h previously by eliminating those mice which did not remain on the bar for 
two consecutive periods o f  60 s. Animals were treated with ether fraction (150 mg/kg, i.p.) or 
with the same volume o f 0.9% NaCl solution (10 ml/kg, i.p.) 30 min before being tested. The 
results are expressed as the time (s) for which animals remained on the rota-rod. The cut-off 
time used was 60 s.
Measurement o f  core body temperature
The temperature was measured in a group o f mice immediately before, and 30 min after 
injection o f ether fraction (60 mg/kg, i.p.). Mice were restrained, and a lubricated thermistor 
probe was inserted 3 cm into the rectum for the 10-15 s needed to stabilize the temperature 
reading on the attached anolog thermometer (LUMISCOPE Model 2018).
Statistical analysis
The results are presented as means ±  S.E.M., except the ID50 values (i.e. the dose o f ether 
fraction reducing the pain responses by 50% relative to the control value) which are reported 
as geometric means accompanied by their respective 95% confidence limits. Data were ana­
lyzed by analysis o f variance (ANOVA) or Mest and complemented by Dunnett’s or Newman 
Keul’s post-hoc test. P values less than 0.05 (P <  0.05) were considered as indicative o f  sig­
nificance. The ID50 values were determined by linear regression from individual expere- 
ments using “GraphPad Software”, and are reported as geometric means accompanied by 
their respective 95% confidence limits. In the glutamate-induced hyperalgesia the ID50 values 
were calculated on the peak (5 min) o f glutamate response
Drugs
The following substances were used: formalin, morphine hydrochloride, acetic acid (Merck, 
AG, Darmstadt, Germany), naloxone hydrochloride (Dupont, Garden City, USA), capsaicin 
(Calbiochen, San Diego, California, USA), glutamate (Sigma, St Louis, USA). Morphine 
and naloxone were dissolved in 0.9% NaCl solution just before while capsaicin and ether 
fraction which were dissolved in absolute ethanol and tween 80 plus 0.9% NaCl solution, 
respectively. The final concentration o f  tween 80 or ethanol did not exceed 5% and did not 
cause any effect per se.
Fig. 1. Molecular structure of the compound urs-12-ene-3p-16p-diol (Brein).
Results
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The results o f  figure 2 show that the ether fiaction, given by i.p. (0 .3-10 mg/kg ) or p.o. 
(3-60 mg/kg) routes, 30 and 60 min prior, respectively, dose dependently inhibited acetic 
acid-induced abdominal constrictions. The calculated mean ID50 values (and 95% confidence 
limits) were; 1.2 (0.4-3.1) mg/kg and 16.4 (10.2-26.5) mg/kg with inhibitions (mean ±  SEM) 
o f  87 ±  5% and 76 ±  11%, respectively.
The treatment of animals with ether flection by i.p. (5 -  60 mg/kg) or p.o. (30 -  300 mg/kg) 
routes, given 30 and 60 min prior, respectively, produced marked and dose-related inhibition 
o f both phases o f fonnalin-induced nociception (Fig 3). However, its antinociceptive effects 
were significantly more pronounced against the second phase o f pain model. The mean ID50 
values for these effects were: >  60 and 62.3 (41.1 -  94.3) mg/kg and inhibitions observed 
were: 33 ±  7% and 70 ±  3% for the first phase, 15.4 (8.9 -  26.8) and 60.0 (38.0 -  94.7) mg/kg 
and 76 ±  11% and 89 ±  6 % for the second phase, given by i.p. or p.o. routes respectively.
The results o f figure 4 show that ether fraction, given by i.p. (3-30  mg/kg ) and p.o. (10- 
100 mg/kg) routes, dose dependently inhibited capsaicin-induced licking. The calculated 
mean ID50 values and the inhibitions were: 6.2 (4.5 -  8.5) mg/kg, 16.1 (7.3 -  35.3) mg/kg, 
and 73 ±  4% and 84 ±  7%, respectively.
The results o f  figure 5 show that the effect o f ether fraction, given orally (3-30 mg/kg), 
dose dependently inhibited glutamate-induced hyperalgesia. The calculated mean ID50 value 
(estimated at 5 min) was 15.2 (7.9-29.3) mg/kg and the maximal inhibition was 100%. Given 
alone, ether fraction, in the same range o f doses which were sufficiently effective in inhibit­
ing glutamate-induced hyperalgesia, had no effect on the hot-plate assay (results not shown).
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Fig. 2. Effects o f  ether fraction given mtraperitoneally 0.3 -10  mg/kg), or orally 3 -60  mg/kg), against 
the acetic acid-induced abdominal constriction. Each point represents the mean ±  S.E.M of 6-10 animals. The 
asterisks denote the significance levels when compared with control groups. Significantly different from controls, 
**P<0.01.
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Fig. 3. Effects of ether fraction o f P. kleinii given intraperitoneally 5.0-60.0 mg/kg) or orally 30-300 
mg/kg) against the early (panel A) and the late phase (panel B) o f formalin-induced licking in mice. The total time 
(mean ±  S.E.M.) spent licking the hindpaw was measured in the first phase (0-5 min) and the second phase 
(15-30 min) after subplantar injection o f formalin into the hindpaw. Each point represents the mean ±  S.E.M. for 
6-10 animals. In some cases the error bars are contained within the symbols. The asterisks denote the significance 
levels when comjjared with control groups. Significantly different fi'om controls, * P <  0.05 and P <  0.01.
The ether fraction o f /!  Meinii (150 mg/kg, i.p.) was virtually ineffective when assessed in 
the hot-plate and tail-fiick models o f  nociception, under conditions where morphine ( 1 0  mg/kg, 
s.c.) caused a marked increase in nociception latency. Control response in the hot-plate 
model was 6 . 8  ±  0.4 s versus 6.0 ±  0.5 s and 23.9 ±  1.5 s in the presence o f  ether fraction 
(150 mg/kg, i.p.) and morphine (5 mg/kg, s.c.), respectively. Control response in the tail-
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Fig. 4. Effects o f ether fraction given orally (-■-, 10-100 mg/kg) or intraperitoneally (-□ -, 3-30 mg/kg) against 
capsaicin-induced licking in mice. The total time (mean ±  S.E.M.) spent licking the hindpaw was measured in the 
0-5 min after subplantar injection o f capsaicin into the hindpaw. Each point represents the mean ±  S.E.M. for 
8-10 animals. In some cases the error bars are contained within the symbols. The asterisks denote the significance 
levels when compared with control groups. Significantly different from controls, *♦ P <  0.01.
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Fig. 5. Effects o f ether fraction given orally (1-30 mg/kg) against glutamate-induced hyperalgesia in mice. The 
latency (mean ±  S.E.M.) in the hot plate test was measured at 5 after intrathecal injection o f glutamate. Each 
point represents the mean ±  S.E.M. for 6-8  animals. The asterisks denote the significance levels when compared 
with control groups. Significantly different from controls, * P <  0.05.
flick model was 6.5 ±  0.5 s versus 5.8 ±  0.6 s and 19.4 ±  0.6 s in the presence of ether frac­
tion (150 mg/kg, i.p.) and morphine (5 mg/kg, s.c.), respectively. In addition, the ether fraction 
(150 mg/kg, ip) caused no significant changes in the rota-rod test (150 mg/kg, i.p.) or in core 
body temperature (60 mg/kg, i.p.) (Table 1).
The pre-treatment o f animals with naloxone (5 mg/kg, i.p.), 15 min before injection o f  
morphine (5 mg/kg, s.c.), largely reversed the antinociception caused by morphine when ana­
lyzed against both phases o f the formalin-induced licking (results not shown), leaving the anti­
nociceptive effect o f ether fiaction o f Protium kleinii (60 mg/kg, i.p.) unaffected (Table 2).
The urs-12-ene-3(3-16P-diol (1 0 -1 0 0  mg/kg, 30 min prior) isolated from the ether fraction 
0Í Protium kleinii, when given by i.p. route to mice, produced dose-dependent attenuation o f  
both the neurogenic (early) phase and the inflammatory (late) phase oi" the formalin-induced 
nociception in mice (Fig. 6 ). The mean ID50 values for these effects were: 22.7 (8.9-57.9) 
and 27.2 (10.7-69.1) m g^g and inhibition effects were: 65 ±  2% and 90 ±  5% for the first 
and second phase respectively.
Table 1
Effect o f  treatment with ether fraction (i.p.) o f  Protium kleinii in the rota-rod performance and core body 
temperature in mice
Treatments
Performance on the 
rota-rod’ (s)
Core body tem perature(°C)
Pre Post
Vehicle 
Ether fraction
59.2 ±  0.4 
59.5 ±  0.5 37.2 ±  0.2 37.3 ±  0.3
Each group represents means ±  S.E.M. for 6 to 8 animals.
“Effect o f ether fraction (150 mg/kg, i.p.).
Core body temperature taken before (Pre), and 30 min after (Post) injection of ether fraction ( 60 mg/kg, i.p.).
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Effect o f  naloxone (an antagonist o f opioid receptor) on the antinociception caused by the ether flection o f 
Protium kleinii and morphine when assessed in the formalin test
Table 2
E>rugs Route
Dose
(mg/kg)
Licking (s)
Early Phase Late Phase
Control
Ether fraction
Ether fraction +  naloxone
i.p.
i.p.
i.p.
0 
10 
10 + 5
56.1 ±  4.2 
33.6 ±  2.3“ 
37.3 ±  4.9>^ ®
151.1 ±  12.9 
44.0 ±  8.0“ 
20.16 ±  n-O""®
Each group represents means ±  S.E.M. for 6 to 10 animals.
“P <  0.01 when compared whith corresponding control value. The significance was determined by Newman 
Keul’s multiple comparison test.
Discussion
The major finding o f  the current study was the demonstration, for the first time to our 
knowledge, that the ether fraction obtained from the resin o f  Protium kleinii, administered 
systemically to mice, produced pronounced and dose-related antinociception when as­
sessed in chemical models o f  nociception, namely acetic acid-induced writhing response, 
capsaicin, and both phases o f  formalin-induced licking, as well as against glutamate- 
mediated hyperalgesia. By using the IR, UV, NMR and MS data it was possible to identify 
and elucidate the structm-e o f  one active compound as being the urs-12-ene-3P-16p-diol 
known as Brein. This compound has been previously isolated from Canarium album, 
which exhibits hepatoprotective activity in primary cultured rat hepatocytes [7] and anti-
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Fig. 6. Effects o f compound triterpene (Brein) given intraperitoneally (-■-, 10-100 mg/kg), against the early 
(panel A) and the late phase (panel B) o f formalin-induced licking in mice. The total time (mean ±  S.E.M.) spent 
licking the hindpaw was measured in the first phase (0-5 min) and the second phase (15-30 min) after subplantar 
injection of formalin into the hindpaw. Each point represents the mean ±  S.E.M. for 6-10 animals. In some cases 
the error bars are contained within the symbols. The asterisks denote the significance levels when compared with 
control groups. Significantly different from controls. The asterisks denote the significance levels when compared 
with control groups. * P <  0.05 and ** P <  0.01.
inflammatory effects in 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced inflammation 
in mice [17]. However, this is the first report showing the presence o f  this compound in the 
genus Protium.
An interesting characteristic o f  the effect o f the ether fraction was its marked and dose- 
related antinociception against the neurogenic pain response caused by intraplantar injec­
tion o f  formalin (early phase) and against the capsaicin-induced licking in mice. It has 
been reported that these models o f nociception are quite resistant to the great majority o f  
non-steroidal anti-inflammatory drugs, while they are sensitive to dipyrone, opioid drugs 
like morphine and drugs that antagonise substance P or glutamate receptors [10,11,18,19]. 
Several reports also demonstrate that both capsaicin and formalin-induced licking are me­
diated by release o f the excitatory amino acid glutamate and by the neuropetide substance 
P released from sensory neurons at the spinal cord [11, 20]. Based on this evidence, we 
sought to determine in the present study whether or not the active principle(s) present in 
the ether fraction o f  P. kleinii were capable o f inhibiting glutamate-induced hyperalgesia. 
The results show that the ether fraction, administered orally, completely reverted the hype­
ralgesic effect caused by i.t. injection o f  glutamate in mice, thus suggesting that this mech­
anism o f  action may at least in part, account for the pronounced antinociception o f  the 
active principle present in the extract o f P. kleinii. We, and also others, have reported that 
glutamate-induced hyperalgesia involves a release o f nitric oxide and depends on the acti­
vation o f  soluble guanylate cyclase and consequent increase in cGMP levels [13,21]. It 
remains to be demonstrated in future work whether or not the antinociception caused by 
the active principle o f  P. kleinii is mediated by interaction o f  glutamate receptors and/or 
with cGMP pathways. Furthermore, the mechanism underlying the antinociceptive actions 
o f the ether fraction seems to be imrelated to activation o f  the opioid system. This notion 
derives from the fact that the antinociceptive action o f  the ether fraction, in contrast to that 
reported for morphine, was not reversed by naloxone, a non-selective opioid antagonist. In 
addition, the ether fi-action was devoid o f analgesic action when assessed in the thermal 
model o f  nociception and in the tail flick and hot-plate tests, under conditions where mor­
phine had a marked antinociceptive effect.
We have also reported in the present study that the antinociception caused by the ether 
fraction o f P. kleinii is probably unrelated with impairment o f motor response, as at doses in 
which the extract produced pronounced antinociception it had no significant effect on the 
motor function o f animals, as demonstrated by the complete lack o f  effect when the rota-rod 
apparatus was used for testing. It is interesting to mention that at the effective doses the ether 
fraction o f  P. kleinii did not significantly change the core body temperature, which might 
possibly confound measurements o f antinociception in the hot-plate and tail-flick test, and 
even the formalin test [22].
In summary, the current study has demonstrated that as reported for many naturally- 
occurring substances isolated from plants [23], the ether fraction obtained from the resin o f  
P. kleinii, exerts a pronounced antinociception when assessed in chemical but not thermal 
models o f  nociception in mice, these effects being due, at least in part, to the presence o f  
the triterpene urs-12-ene-3p-16(3-diol known as Brein. The precise mechanisms involved 
in their action are, at this moment, not completely understood, but the involvement o f  the 
opioid pathway seems unlikely.
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